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Аннотация. При росте растений подсолнечника на нефтезагрязненной почве определяли всхо-
жесть семян подсолнечника и его морфометрические показатели при применении биопрепаратов 
«Ленойл», «Азолен», «Агробиолог» и микробной культурой штамма Enterobacter ludwigii BLK. 
Установлено, что использование биопрепарата «Азолен» оказало наиболее благоприятное влияние 
на всхожесть и ростовые показатели проростков подсолнечника. Применение различных комбина-
ций микробиологических препаратов, включающих препарат-нефтедеструктор «Ленойл» и стиму-
ляторы роста «Азолен», «Агробиолог» и новый штамм BLK, показало, что достоверное повышение 
активности фермента пероксидазы было в корнях в варианте «Ленойл + Агробиолог» и «Ленойл + 
Азолен». В надземной части стимулирующими активность фермента пероксидазы были комбина-
ции препаратов «Ленойл + Агробиолог» и «Ленойл + Азолен+ BLK». При использовании других 
комбинаций микробиологических препаратов активность фермента пероксидазы снижалась. При-
менение микробиологических препаратов приводило к активации фермента каталазы в корнях в 
комбинациях «Ленойл + BLK», «Ленойл + Азолен» и «Ленойл + Агробиолог», но активация фер-
мента практически отсутствовала в комбинации «Ленойл + Азолен + BLK». В корнях не наблю-
далось увеличения активности каталазы и, более того, происходило снижение его активности при 
применении препарата «Ленойл». Это может говорить об органоспецифичности работы фермента. 
Определение уровня активности ферментов антиоксидантной системы растений важно для подбора 
концентраций биопрепаратов и создания их комбинаций при проведении фиторемедиационных ме-
роприятий на почвах, загрязненных нефтью. Проведение микроскопического исследования корней 
показало на отсутствие накопления суберина при обработке загрязненной нефтью почвой комбина-
цией микробных препаратов «Ленойл + Азолен», что указывает на их защитное действие. Таким об-
разом, при применении биопрепаратов «Ленойл», «Азолен», «Агробиолог» и микробной культурой 
нового штамма Enterobacter ludwigii BLK в определенных комбинациях улучшаются ростовые по-
казатели растений подсолнечника и всхожесть семян при нефтяном загрязнении почвы, изменяется 
активность ферментов антиоксидантной системы.
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Нефтяное загрязнение изменяет структуру и 
геохимические свойства почвы, снижает семен-
ную продуктивность и скорость прорастания се-
мян, тормозит рост и смещает фазы развития рас-
тений, изменяется численность и качественный 
состав почвенных микроорганизмов [1]. Более 

высокая восприимчивость корневой системы рас-
тений к нефти по сравнению с наземной частью 
объясняется как непосредственным влиянием за-
грязнителей на корни, так и следствием измене-
ния структуры почвы и ризосферных микроорга-
низмов, взаимодействующих с растениями [2].

Известно, что применение микробных препа-
ратов на основе разных видов микроорганизмов, 
может повышать устойчивость растений, стиму-
лировать рост в неблагоприятных условиях, за 
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счет синтеза ими фитогормонов (ауксинов и цито-
кининов) [3, 4]. Следовательно, при оценке эффек-
тивности микробиологических препаратов, пред-
назначаемых для биодеградации нефтепродуктов, 
необходимо изучать комплекс анатомических и 
физиологических параметров растений-фиторе-
медиантов, который будет свидетельствовать о 
наличии или отсутствии микробно-растительного 
взаимодействия [5]. Ранее нами была проведена 
оценка изменений морфометрических показате-
лей, содержания фитогормонов и особенностей 
морфологии корней растений ржи посевной в ус-
ловиях нефтяного загрязнения серой лесной по-
чвы [6], которая указала на различный характер 
влияния микробных препаратов и их комбинаций 
на ростовые показатели и состояние антиокси-
дантной системы. Учет данных показателей необ-
ходим для формирования технологии применения 
биопрепаратов и растений-ремедиантов [7]. 

Выбор биопрепаратов предполагает подбор 
эффективного деструктора нефтепродуктов, не 
оказывающего ярко выраженного ингибирующе-
го действия на растения ремедианты и подбор 
биопрепаратов стимуляторов их роста. Важным 
является также выбор способа обработки фиторе-
медианта (внесение в почву, предпосевная обра-
ботка или внекорневая обработка растений) и для 
каждого вида и сорта растений возможны особен-
ности применения биопрепаратов [6].

Известно, что неблагоприятные условия 
усиливают создание активных форм кислорода 
(АФК), таких как перекись водорода, суперокси-
данион и т.д.. АФК могут выступать в качестве 
вторичных мессенджеров, участвующих в пути 
передачи сигнала стресса, но их чрезмерная про-
дукция может вызывать окислительный стресс, 
который повреждает растения, окисляя фотосин-
тетические пигменты, мембранные липиды, бел-
ки и нуклеиновые кислоты. Для контроля за уров-
нем АФК, у растения имеют неферментативные и 
ферментативные антиоксидантные системы для 
защиты клеток от окислительного повреждения 
[19, 20]. Кроме того, растения способны выпол-
нять ферментативную деградацию органических 
поллютантов путем специфических для расти-
тельных клеток метаболических превращений и 
важную роль в этом играет - пероксидаза. Это мо-
жет быть связано с тем, что пероксидазы в компо-
нентах растительной клетки очень распростране-
ны, имеют низкую субстратную специфичность, 
сродство к ксенобиотикам разной химической 
структуры и т.д. [21].  

Целью настоящей работы стало определение 
ответа антиоксидантной системы растений под-
солнечника сорта Бомбардир на применение ком-
бинаций биопрепаратов при их росте на нефтеза-
грязненной земле. 

МЕТОДИКА ЭКСЕРИМЕНТА
В качестве объектов исследования были 

выбраны сорта подсолнечника однолетнего 
(Helianthus annuus L., сорт Бомбардир). Растения 
выращивали с применением универсальной опо-
ры, которая позволяла поддерживать растения в 
вертикальном состоянии [8].

Лабораторные модельные опыты проводили 
на черноземах, собранных в Кугарчинском районе 
Республики Башкортостан. Пробы почв отбирали 
согласно требованиям ГОСТ 17.4.4.02.-2017. Опре-
деляли следующие показатели: рН солевой вытяж-
ки – потенциометрическим методом (ГОСТ 26483-
85); гумус по методу Тюрина (ГОСТ 26213-91).

Почву увлажняли до 60% полной влагоемко-
сти почвы, вносили товарную нефть в концен-
трации 4% от сухой массы почвы [9], тщательно 
перемешивали и поддерживали влажность на про-
тяжении всего периода выращивания. Через 72 
часа в почву вносили биопрепарат «Ленойл», для 
биодеградации нефти в почве, в виде суспензии с 
титром 1*109 КОЕ/мл из расчета 0,3 мл на 100 г 
сухой почвы. Спустя 30 суток в часть сосудов до-
бавляли препараты («Азолен» или «Агробиолог» 
или микробную культуру штамма Enterobacter 
ludwigii BLK) в виде суспензии с титром 1*109 
КОЕ/мл из расчета 0,3 мл на 100 г сухой почвы. 
В почву вносили семена подсолнечника в соот-
ветствии с рекомендациями [10], а также с учетом 
требований ГОСТ Р ИСО 18769-2019 и ГОСТ Р 
ИСО 22030-2009. В контрольном варианте экспе-
римента растения выращивали без внесения неф-
ти. Сравнительную оценку влияния устойчивости 
проводили через 30 суток. Растения в течение 30 
дней выращивали в сосудах объемом 0,5 л, при 
12-часовом светопериоде, интенсивности освеще-
ния 30 клк и температуре воздуха 22-25°С. 

В состав биопрепарата «Ленойл»® − NORD, 
СХП (производитель ЗАО НПП «Биомедхим» ТУ 
9291-007-33822935-2014) входят нефтеокисляющие 
бактерии Pseudomonas turukhanskensis ИБ 1.1 [11]. 
Препарат «Азолен» - микробиологическое удобре-
ния на основе Azotobacter vinelandii ИБ с фунгицид-
ными, ростостимулирующими свойствами и азото-
фиксирующий способностью [12]. Нейтрализатор 
пестицидного стресса «Агробиолог» (разработка 
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Уфимского ИБ УФИЦ РАН) представляет собой жи-
вые бактерии Pseudomonas protegens DA1.2 (45*109 
КОЕ/мл), характеризуется устойчивостью к герби-
цидам, засухе, способностью к фиксации атмосфер-
ного азота, минерализации фосфора [13]. Препарат 
под условным названием «BLK» (разработка Уфим-
ского ИБ УФИЦ РАН), представляет собой штамм 
Enterobacter ludwigii BLK - стимулятор роста кор-
мовых трав, который, по данным разработчиков, 
положительно влияет на всхожесть, массу побегов и 
корней у кормовых трав, имеет определенную нитро-
геназную и фосфатмобилизующую активность [14].

Для изучения изменений в морфологии тка-
ней корней растений готовили поперечные срезы, 
взятые в базальной части и на расстоянии 2 см от 
апекса корня. Выявление лигнина и суберина прово-
дили, как описано в работе [15]: срезы окрашивали 
с использованием водного раствора берберина ге-
мисульфата (0,1% вес/объем) в течение 1 часа, про-
мывали 2 раза дистиллированной водой, затем для 
усиления интенсивности флуоресценции срезы до-
крашивали в течение 15 мин толуидиновым синим 
(0,05% вес/объем) в 0,1М фосфатном буфере (рН 
5,6), промывали 2 раза дистиллированной водой, за-
ключали в смесь 0,1% FeCl3 / 50% глицерина и на-
крывали покровным стеклом. Для изучения срезов 
применяли лазерный сканирующий конфокальный 
микроскоп Olympus FluoView FV3000 (Olympus, 
Япония) РЦКП «Агидель» (УФИЦ РАН). Для оцен-
ки изменений в структуре корневой системы, корни 
отмывали водой от земли, помещали в питательный 
раствор и анализировали с помощью светового ми-
кроскопа Axio Imager.A1 (“CarlZeiss Jena”, Герма-
ния), оборудованного цифровой камерой AxioCam 
MRc5 (“CarlZeiss Jena”) при увеличении Х100 [16]. В 
программе AxioVision V4.9.1 (Carl Zeiss Microscopy, 
Oberkochen, Deutschland) с помощью инструмента 
Outline мы измерили периметры клеток коры корня 
в базальной части корня и в 2х см от апекса корня, 
в пикселях. Для статистического анализа мы взяли 
поперечные срезы корней трех разных растений на 
каждом варианте и измерили клетки коры корня.

Определение всхожести семян после предпо-
севной обработки биопрепаратами проводили с 
использованием фильтровальной бумаги по ГОСТ 
12038-84. 

Для определения активности ферментов (ката-
лаза, пероксидаза) применяли методики описан-
ные у Королюк и др. [17] и Ермакова [18]. 

Статистическую обработку полученных ре-
зультатов проводили с использованием пакета 
прикладных программ Statistiсa 10.0, рассчитыва-

ли средние значения, стандартные отклонения и 
доверительный интервал при р≤0,05.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
В месте отбора проб почвы, мощность гу-

мусового горизонта составляла 55-60 см и 
имела содержание гумуса 8-9 % тёмно-серой 
окраски, структура пылевато-зернистая или ком-
ковато-крупнозернистая, присутствуют карбона-
ты, механический состав тяжелосуглинистый и 
глинистый, реакция слабо-кислая (рН 6,2-6,5).

Важно при оценке влияния микробных препа-
ратов на растение изучить действие предпосевной 
обработки на всхожесть семян всеми биопрепара-
тами, которые планировались к использованию. 
Как правило, предпосевные обработки повышают 
энергию прорастания семян. 

Как видно из рисунка 1, почти 100% всхо-
жесть семян отмечалась в контрольном варианте 
и при обработке семян биопрепаратом «Азолен» 
(96%). При обработке биопрепаратом «Ленойл» 
всхожесть семян составила 62% от контроля, 
«BLK» - 54%, «Агробиолог» - 87%. Предпосев-
ная обработка семян препаратом «Азолен» спо-
собствовала не только хорошей всхожести семян, 
но и увеличению длины надземной части 3-х су-
точных проростков по сравнению с контрольным 
(необработанным биопрепаратом) на 18,4 % (рис. 
2). При обработке биопрепаратом «Ленойл» дли-
на проростков была меньше на 17,8% относитель-
но контрольного варианта. При обработке семян 
биопрепаратом «BLK» и «Агробиолог» также 
длина надземной части была меньше относитель-
но значений контроля на 24 и 9% соответственно.

Рис.1. Всхожесть семян подсолнечника сорта 
«Бомбардир» под влиянием биопрепаратов «Азо-
лен», «Ленойл», «BLK» и «Агробиолог».

Таким образом, в результате проведенных экс-
периментов было установлено, что использование 
биопрепарата «Азолен» наиболее благоприятно 
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Изучение изменений в активности ферментов 
антиоксидантной системы у растений подсолнеч-
ника сорта Бомбардир при росте на нефтезагряз-
ненной почве и применении комбинаций препа-
ратов показало отзывчивость антиоксидантной 
системы (табл. 1). Как известно из литературы 
при адаптации в условиях нефтяного загрязнения 
растения накапливают низкомолекулярные анти-
оксиданты, например, полифенолы, и происходит 
активация антиоксидантных ферментов каталазы 
и пероксидазы [23, 24]. Следовательно, фермен-
ты антиоксидантной системы растения услови-
ях загрязнения почвы могут принимать участие 
в защите растений от окислительного стресса и 
участвовать в деградации органических поллю-
тантов, попадающих внутрь растения, биопрепа-
раты изменяют их активность [25]. 

Рис. 2. Влияние биопрепаратов «Азолен», «Ле-
нойл», «BLK» и «Агробиолог» на длину надземной 
части 3-х суточных проростков сорта «Бомбардир».

Как видно из таблицы 1 применение на контроль-
ных вариантах различных комбинаций микробио-
логических препаратов из препарата нефтедеструк-
тора «Ленойл» и стимуляторов роста «Азолен», 
«Агробиолог» и биопрепарата «BLK», показало, что 
достоверное повышение активности фермента пе-
роксидазы было в варианте «Ленойл+Агробиолог» 
и «Ленойл+Азолен» в корнях, по сравнению с «чи-
стым» контролем. В надземной части стимулиру-
ющими активность фермента были комбинации 
«Ленойл+Агробиолог» и «Ленойл+Азолен+BLK». 
Другие комбинации препаратов снижали актив-
ность фермента пероксидазы, относительно контро-
ля. Эти данные позволяют сделать предположение, 
что микробиологические препараты оказывают раз-
нонаправленное влияние на активность фермента.

Загрязнение нефтепродуктами черноземной 
почвы в опытах с подсолнечником приводило к 
снижению активности пероксидаз в корнях и над-
земной части подсолнечника. Эта реакция была 
схожа на установленную нами ранее у ржи и лю-
церны на серой лесной почве [6]. Применение 
биопрепаратов на нефтезагрязненных почвах в 
комбинациях «Ленойл+ BLK», «Ленойл+Азолен» 
и «Ленойл+Агробиолог» приводило к активации 
фермент каталазы в корнях, а надземной части 
во всех комбинациях биопрепаратов. Это также 
говорит в пользу того, что микробиологические 
препараты по-разному влияют на активацию фер-
мента АФК системы – каталазу. Наибольшая ак-
тивация фермента в корнях наблюдалась при при-
менении комбинации «Ленойл+Агробиолог». 

Определение активности каталазы показало 
(табл. 2), что применение на контрольных растениях 
(выросших на почве без внесения нефти, но с при-
менением определенных биопрепаратов) приводило 
увеличению активности фермента в 2 – 7 раз. Одна-
ко, в корнях не происходило изменения активности 
каталазы и более того происходило снижение его ак-
тивности при применении препарата «Ленойл». 

Также, как и при определении активности перок-
сидаз (табл. 1), нами было установлено снижение 
активности фермента каталазы, при росте нефтеза-
грязненной почве происходило снижение внутри-
клеточной активности фермента каталазы в корнях 
и отсутствие реакции в надземной части (табл. 2). 
Это говорит об органоспецифичности работы фер-
мента. Применение микробиологических препа-
ратов приводило к активации фермента каталазы 
в корнях при комбинациях «Ленойл+ BLK», «Ле-
нойл», «Ленойл+Азолен» и «Ленойл+Агробиолог», 
но активация практически отсутствовала в комбина-

Таблица 1.
Изменение активности пероксидазы в побегах и корнях 
растений подсолнечника (сорт Бомбардир), выращен-
ных в почве с содержанием 4% нефти и внесении био-
препаратов «Азолен», «Ленойл», «Агробиолог», «BLK»

Вариант опыта Корень 
(ОЕ*)

Побег 
(ОЕ*)

Контроль (почва без нефти) 42,6±4,48 37,76±3,44
Загрязнение (почва с нефтью) 18,11±1,22 22,81±2,48
Контроль+Ленойл+Азолен+ BLK 31,22±3,91 53,89±5,45
Контроль+Ленойл+Азолен 49,50±4,1 40,2±4,98
Контроль+Ленойл+ BLK 36,99±1,38 38,74±3,02
Контроль+Ленойл 34,22±3,74 24,58±2,54
Контроль+Ленойл+Агробиолог 52,51±2,91 48,58±4,09
Загрязнение+Ленойл+ BLK 30,50±3,09 49,36±4,5
Загрязнение+Ленойл+Азолен+BLK 21,81±3,85 40,71±4,87
Загрязнение+Ленойл 14,90±1,29 43,66±2,31
 Загрязнение+Ленойл+Азолен 45,43±4,18 52,90±4,59
Загрязнение+Ленойл+Агробиолог 55,85±5,04 46,38±4,79

* ОЕ – относительные единицы

влияло на всхожесть и ростовые показатели про-
ростков подсолнечника. 
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Применение комбинации микробных препара-
тов «Ленойл+Азолен» при нефтяном загрязнении 
почвы, возможно снижало содержание токсиче-
ских веществ, что приводило к уменьшению нако-
пления лигнина (рис. 3). Известно, что отложение 
лигнина в области радиальных стенок эндодермы 
поясков Каспари приводит к усилению апопласт-
ных барьеров, однако это снижает гидравлическую 
проводимость корней, что может тормозить рост 
надземной части растений [22]. В связи с этим, на-
блюдаемое нами отсутствие накопления суберина 
при обработке загрязненной нефтью почвой комби-
нацией микробных препаратов «Ленойл+Азолен», 
показывает на их защитное действие. Причем ис-
пытываемый нами препарат под названием «BLK» 
в комбинации с препаратом деструктором «Ле-
нойлом» не оказывал защитного действия, и мы 
наблюдали накопление суберина, так же как в ва-
рианте, когда растения подсолнечника росли на не-
фтезагрязненной почве без использования микро-
биологических препаратов (рис. 3).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В условиях нефтяного загрязнения и обработ-

ки почвы биопрепаратами деструктором нефти 
«Ленойл» и стимуляторами роста, нам удалось 
установить роль антиоксидантной системы рас-
тений в адаптации к разрабатываемой техноло-
гии применении подсолнечника в качестве фи-
торемедианта. Определение уровня активности 
ферментов антиоксидантной системы растений 
важно для подбора концентраций биопрепара-
тов и создания их комбинаций при проведении 
фиторемедиационных мероприятий на почвах, 
загрязненных нефтью. Применение углеводоро-
докисляющих микроорганизмов р. Pseudomonas, 
способных синтезировать гормоны растений, яв-
ляется большим преимуществом для формирова-
ния устойчивости фиторемедиантов к их росту в 
условиях нефтяного загрязнения почвы [2, 4, 7]. 

Проведенные исследования показали, также, 
что при применении биопрепаратов «Ленойл», 
«Азолен», «Агробиолог» и «BLK» в определен-
ных комбинациях улучшаются ростовые показа-
тели растений подсолнечника и всхожесть семян, 
изменяется активность ферментов антиоксидант-
ной системы. Так достоверное повышение актив-
ности фермента пероксидазы было в варианте 
«Ленойл+Агробиолог» и «Ленойл+Азолен» в 
корнях, а в надземной части активность фермента 
была выше в комбинации «Ленойл+Агробиолог» 
и «Ленойл+Азолен+BLK». Другие комбина-

ции препаратов снижали активность фермен-
та пероксидазы. Активации фермента какта-
лазы в корнях наблюдалась при комбинациях 
«Ленойл+BLK», «Ленойл», «Ленойл+Азолен» и 
«Ленойл+Агробиолог». Проведение микроскопи-
ческого исследования корней показало на отсут-
ствие накопления суберина при обработке загряз-
ненной нефтью почвой комбинацией микробных 
препаратов «Ленойл+Азолен», что показывает на 
их защитное действие.

Исследование выполнено при финансовой поддержке Рос-
сийского научного фонда, грант № 23-24-00358, https://rscf.ru/
project/23-24-00358/.
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PHYSIOLOGICAL AND BIOCHEMICAL INDICATORS 
OF SUNFLOWER PLANTS GROWING IN CONDITIONS 
OF OIL POLLUTION OF THE SOIL WITH THE USE OF 

MICROBIOLOGICAL PRODUCT
A.S. Grigoriadi1, V.V. Fedyaev1, Yu.M. Sotnikova1, I.R. Galin2, S.P. Chetverikov2, 

M.I. Garipova1, R.G. Farkhutdinov1

1Ufa University of Science and Technology
2Ufa Institute of Biology, UFIC RAS

Abstract. During the growth of sunflower plants on oil-contaminated soil, the germination of sunflower 
seeds and its morphometric parameters were determined using biological products "Lenoil", "Azolen", 
"Agrobiologist" and a microbial culture of the strain Enterobacter ludwigii BLK. It was found that the use of 
the biological product “Azolen” had the most favorable effect on the germination and growth performance 
of sunflower seedlings. The use of various combinations of microbiological preparations, including the oil 
destructor drug "Lenoil" and growth stimulants "Azolen", "Agrobiologist" and the new strain BLK, showed 
that a significant increase in the activity of the peroxidase enzyme was in the roots in the variants "Lenoil + 
Agrobiologist" and "Lenoil + Azolen." In the aerial part, the combinations of drugs “Lenoil + Agrobiologist” 
and “Lenoil + Azolen + BLK” stimulated the activity of the peroxidase enzyme. When using other combinations 
of microbiological preparations, the activity of the peroxidase enzyme decreased. The use of microbiological 
preparations led to the activation of the catalase enzyme in the roots in the combinations “Lenoil + BLK”, 
“Lenoil + Azolen” and “Lenoil + Agrobiolog”, but the activation of the enzyme was practically absent in the 
combination “Lenoil + Azolen + BLK”. There was no change in catalase activity in the roots and, moreover, 
there was a decrease in its activity when using the drug “Lenoil”. This may indicate organ specificity of 
the enzyme. Determining the level of activity of enzymes of the antioxidant system of plants is important 
for selecting the concentrations of biological products and creating their combinations when carrying out 
phytoremediation measures on soils contaminated with oil. A microscopic examination of the roots showed 
that there was no accumulation of suberin when oil-contaminated soil was treated with the combination of 
microbial preparations “Lenoil + Azolen”, which indicates their protective effect. Thus, when using biological 
products “Lenoil”, “Azolen”, “Agrobiologist” and a microbial culture of a new strain of Enterobacter ludwigii 
BLK in certain combinations, the growth performance of sunflower plants and seed germination in case of oil 
contamination of the soil are improved, and the activity of enzymes of the antioxidant system changes.

Keywords: oil pollution, microbial preparations, phytoremediation, Helianthus annuus, anti-
oxidant system, suberin.
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