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ФИЗИОЛОГО-БИОХИМИЧЕСКИЕ РЕАКЦИИ Sorghum bicolor 
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Исследованы физиолого-биохимические параметры сорго веничного (Sorghum bicolor L. Moench), 
характеризующие реакции его 3-недельных проростков на присутствие биотического (бактери-
альный штамм Gordonia sp. N7) и абиотических (никель и н-гексадекан) факторов. Исследованы 
такие показатели как выживаемость растений, биомасса корней и побегов, индексы толерант-
ности, транслокационный фактор никеля, содержание фотосинтетических пигментов, спектр и 
активность пероксидаз в корневых экссудатах. Показано, что реакции сорго на комбинированное 
воздействие стрессоров отличались от таковых при их индивидуальном воздействии. Показано, 
что н-гексадекан и бактеризация по-отдельности и совместно оказывали стимулирующее влия-
ние на прирост биомассы сорго. Напротив, никель в использованной концентрации (20 мг/кг) 
проявлял выраженное ингибирующее воздействие на изученные показатели. Комбинирование 
исследуемых компонентов изменяло некоторые показатели относительно индивидуальных, одна-
ко токсичность металла доминировала, существенно нивелируя стимулирующее влияние н-гек-
садекана и актинобактерий рода Gordonia на рост растения. Однако по состоянию фотосинте-
тического аппарата и активности пероксидаз в корневых экссудатах отмечены различающиеся 
реакции растений на комбинированный стресс. Существенные изменения происходили в про-
цессах накопления никеля в органах растений: в присутствии н-гексадекана и особенно бактерии 
увеличивалась аккумуляция никеля в надземной части сорго – ТФ повышался более чем в 2 раза. 
Полученные результаты дают обоснование целесообразности использования штамма Gordonia sp. 
N7 как технологического приема, способствующего процессу фиторемедиации по извлечению 
никеля из загрязненного грунта с помощью Sorghum bicolor. В то же время, необходимо отметить, 
что выявленный эффект следует учитывать в сельскохозяйственном кормопроизводстве, посколь-
ку он свидетельствует о повышении загрязнения растительной продукции тяжелым металлом.

Ключевые слова: Sorghum bicolor, Gordonia sp., аккумуляция никеля, биомасса, н-гексадекан, перок-
сидазная активность, смешанные загрязнения, фиторемедиация, фотосинтетические пигменты
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ВВЕДЕНИЕ
Сорго веничное (Sorghum bicolor L. Moench) 

является технической культурой, в связи с чем 
его использование в качестве растения-фиторе-
медианта привлекает особое внимание. Этому 
также способствуют такие его характеристики, 

Сокращения: АБТС  – 2,2’-азино-бис-(3-этилбензтиазолин-6-
сульфокислоты) диаммониевая соль, ДАФ – 2.7-диаминофлуо-
рен, ИТ – индекс толерантности, ИТП – индекс толерантности 
побегов, ИТК – индекс толерантности корней, ИТБ – индекс 
толерантности общей биомассы, ОДА  – о-дианизидин, ТФ  – 
транслокационный фактор, PGP – plant-growth promoting (сти-
мулирующие рост растений), PGPR  – plant-growth promoting 
rhizobacteria (ризобактерии, стимулирующие рост растений).

как устойчивость к неблагоприятным эколо-
гическим факторам, в первую очередь к засухе, 
рост на некачественных и засоленных почвах, 
обильная биомасса и глубоко проникающая 
корневая система [1]. В сочетании с этими осо-
бенностями высокое содержание сахара и спо-
собность поглощать тяжелые металлы [2] делает 
это растение одним из лучших кандидатов для 
многоцелевого использования в биоэкономи-
ке – для фиторемедиации загрязненных земель 
и для производства биоэтанола или биогаза [3]. 
По  имеющимся литературным данным сорго 
обладает хорошим потенциалом фитостабилиза-
ции, накапливая Ni2+ преимущественно на уров-
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не корней [1, 2]. Несмотря на то, что транслока-
ция этого металла в надземную часть невелика, 
благодаря высокой продуктивности сорго по зе-
леной биомассе – использование посевов этого 
растения в фиторемедиационной технологии 
способно обеспечить значительное удаление ни-
келя из загрязненной почвы.

В последние годы появились работы, свиде-
тельствующие о высоком потенциале ризобиоты 
сорго в плане деградации целого ряда органиче-
ских поллютантов [1]. Это  позволяет говорить 
об эффективности направленного формирова-
ния растительно-микробных комплексов путем 
внесения под растение-фиторемедиант микро-
организмов, обладающих деструктивной и/или 
фитостимулирующей активностью [4]. В  по-
следнее время в качестве идеальных кандида-
тов для биологической деградации углеводоро-
дов признаются актинобактерии рода Gordonia 
благодаря их способности разлагать широкий 
спектр органических соединений, устойчивости 
к металлам и повсеместному распространению в 
окружающей среде [4–6].

Низкая требовательность сорго к качеству 
почвы дает основания рассматривать возмож-
ность его использования на землях с мультиза-
грязнением, которым характеризуются большие 
природные и хозяйственные территории. Одно-
временное присутствие в почве нескольких пол-
лютантов, например, металлов и углеводородов, 
зачастую приводит к повышению их токсично-
сти и не просто является “отягчающим” обсто-
ятельством для роста большинства растений, но 
и существенно осложняет процессы самоочи-
щения экосистем и применение технологий ре-
культивации.

Природным мультизагрязнением является 
нефть, имеющая в своем составе не только ши-
рокий спектр различных углеводородов, но и тя-
желые металлы [7]. Среди “нефтяных” металлов 
одним из наиболее значимых в экологическом 
плане является никель, относящийся к 2 классу 
опасности. Его  содержание в нефти может до-
стигать 100 мг/л [8].

Стрессовые условия, возникающие в загряз-
ненной почве, влекут за собой изменения фи-
зиолого-биохимических процессов в растениях, 
формируя различные защитные реакции на пол-
лютантный стресс. Ростстимулирующие бакте-
рии при этом могут оказывать влияние на раз-
витие и проявления этого стресса. Поскольку в 
настоящее время бактериальные препараты для 
стимуляции роста растений и очистки почвы от 
нефти применяются достаточно широко, пред-
ставляется необходимым изучение обоснован-
ности внесения подобных препаратов с целью 
повысить эффективность фиторемедиации при 
смешанном загрязнении. Вместе с тем, исследо-
вания адаптивных откликов растений в условиях 

смешанных загрязнений важны для пополнения 
фундаментальных знаний о стратегии выжива-
ния растений и могут помочь в разработке спосо-
бов более эффективного применения технологии 
фиторемедиации загрязненных территорий.

Ранее нами выделен и охарактеризован ри-
зосферный штамм Gordonia sp. N7, обладающий 
PGP свойствами, устойчивостью к тяжелым 
металлам (Cd2+ и Ni2+) и деструктивной актив-
ностью в отношении углеводородов дизельно-
го топлива [9, 10]1. Проведены исследования с 
Sorghum bicolor, подтвердившие его фиторемеди-
ационный потенциал [11]. Цель настоящей рабо-
ты – изучение влияния смешанного загрязнения 
(никель + н-гексадекан) и инокуляции штаммом 
Gordonia sp. на  ростовые и физиолого-биохими-
ческие характеристики фиторемедианта Sorghum 
bicolor.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Семенной материал сорго веничного (Sor-

ghum bicolor L. Moench). был получен из ФГБНУ 
РосНИИСК “Россорго” (г. Саратов). Стерили-
зацию семян осуществляли гипохлоритом на-
трия (торговое название “Белизна”) в течение 
20 мин после предварительной обработки мыль-
ным раствором, затем трижды проводилась от-
мывка стерильной водопроводной водой. Сте-
рильность проверялась путем проращивания 
семян на мясо-пептонном агаре в течение 2 сут.

Растения выращивали в модельных систе-
мах, представляющих собой колбы Эрленмейера 
(250  мл), заполненные 150 г стерилизованного 
крупного кварцевого песка (2 мм), на который 
помещали по 10 стерильных проросших семян 
сорго. Культивирование проводили в контроли-
руемых условиях фитокомнаты в течение 3 не-
дель при температуре 24/20°С и относительной 
влажности воздуха 70%. Продолжительность 
светового периода составляла 14, темнового  – 
10 ч, освещенность 8000 Люкс. Полив растений 
осуществляли средой Ruakara [12] до 80% от пол-
ной влагоемкости, определяя необходимое ко-
личество жидкости взвешиванием сосудов с рас-
тениями. Каждый вариант имел 5 повторностей.

Сорго культивировали в присутствии мо-
дельных загрязнителей н-гексадекана, широко 
используемого в качестве представителя н-пара-
финов в исследованиях по биодеградации нефти, 
и никеля  – тяжелого металла, являющегося од-
новременно распространенным токсикантом и 
микроэлементом.

Перед посевом растений в каждую колбу с 
песком вносили загрязнители. Никель – из рас-
чета 20 мг/кг (0.34 мМ) в виде раствора сульфата 

1	 В указанных источниках штамм обозначен до его реклассифика-
ции как Rhodococcus ruber N7.



ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ         том 71          № 3          2024

358	 ТУРКОВСКАЯ и др.

никеля, что соответствует 5 ПДК этого металла 
в почве [13]; н-Гексадекан (ч, ООО “Вектон”) – 
до концентрации 5 г/кг. После загрязнения пе-
сок тщательно перемешивали и через сутки осу-
ществляли посев семян сорго.

В качестве микроорганизма-инокулянта ис-
пользовали штамм Gordonia sp. N7 (IBPPM 496) 
из “Коллекции ризосферных микроорганизмов 
ИБФРМ РАН” (collection.ibppm.ru). Штамм вы-
делен нами ранее из ризосферы тростника юж-
ного (Phragmites australis (Cav.) Trin. Ex  Steud.), 
произрастающего на загрязненной нефтью и 
тяжелыми металлами почве. Идентификация 
микроорганизма осуществлена на основании 
результатов анализа нуклеотидной последова-
тельности гена 16S рРНК (GenBank accession 
number OR157944), а также культуральных, мор-
фологических и физиолого-биохимических ха-
рактеристик. Авирулентность подтверждена в 
опытах на белых мышах. Для получения биомас-
сы микроорганизма использовали следующие 
питательные среды: мясо-пептонный бульон и 
агар, среда LB, картофельный агар [14].

Бактеризацию проводили на 7 сут роста рас-
тений, поливая проростки сорго суспендиро-
ванной в среде Ruakara 2-суточной LB-агаровой 
бактериальной культурой Gordonia sp. N7, пред-
варительно отмытой физиологическим раство-
ром центрифугированием при 8000 об./мин. 
Содержание бактерий в песке составляло 107 
клеток/г.

Опыт ставился в 8 вариантах сочетаний ис-
следуемых факторов (табл. 1) по пять сосудов 
на каждый вариант опыта. Влияние на сорго 
поллютантов и бактерий исследовали по сле-
дующим показателям: выживаемость растений, 
биомасса корней и побегов, содержание фото-
синтетических пигментов, изоферментный со-
став и активность пероксидаз в корневых экссу-
датах. Количество аналитических повторностей 
составляло три для каждого сосуда.

Выживаемость вычисляли как процент 
оставшихся в конце эксперимента растений от 
взошедших. Для  определения биомассы у 3-не-
дельных растений высушивали раздельно корни 
и побеги при 70°С и рассчитывали на 1 растение.

Индекс толерантности (ИТ) высчитывался 
как % отношения сухого веса растения, выра-
щенного в присутствии стрессора, к биомассе 
контрольного растения. ИТ  определяли для по-
бегов (ИТП), корней (ИТК) и общей биомассы 
(ИТБ). При  этом ИТ > 100% означает стимули-
рующее воздействие; ИТ = 100% – контроль; ИТ 
< 100% угнетающее влияние; ИТ = 50%  – ми-
нимальный желательный объем биомассы при 
произрастании на загрязненной среде [15, 16].

Накопление никеля в сорго исследовали с 
использованием атомно-адсорбционного мето-
да (CEM MARS Xpress microwave (Matthews, NC, 

USA)). Распределение металла по органам рас-
тения определяли, вычисляя транслокационный 
фактор (ТФ) как отношение концентрации ме-
талла в побегах к тому же в корнях [16, 23].

Содержание хлорофиллов a и b и кароти-
ноидов анализировали в последних полностью 
развернувшихся листьях 3-недельных растений 
с использованием спектрофотометрического 
метода [17] на спектрофотометре Evolution 60 
(“Thermo Scientific”, США) в кварцевых кюветах 
с длиной оптического пути 1 см.

Корневые экссудаты получали путем внесения 
25 мл стерильной дистиллированной воды в колбы 
с растениями за 2 сут до окончания эксперимента 
(3 недели). Через 2 сут полученные корневые экс-
судаты центрифугировали при 10000 об./мин при 
температуре 12°С в течение 10 мин для осажде-
ния песка, растительных остатков и микроор-
ганизмов. Чистый раствор корневых экссудатов 
концентрировали методом ультрафильтрации на 
Amicon PM – 10 (“Millipore”, США).

Определение активности ферментов прово-
дили на спектрофотометре Evolution 60 (“Thermo 
Scientific”, США) в кварцевых кюветах с длиной 
оптического пути 1 см. За  единицу активности 
принимали количество фермента, катализиру-
ющего образование 1 мкмоль продукта окисле-
ния в мин. Удельную активность вычисляли как 
мкмоль/мин/мг белка и выражали в ед./мг белка. 
Содержание белка определяли по методу Брэд-
форд [18]. В случае невозможности определения 
концентрации белка активность фермента выра-
жали в условных единицах – мкмоль/мин/г кор-
ней (ед./г).

Для определения субстратной специфич-
ности пероксидаз в качестве тестовых субстра-
тов использовали: 2,2'-азино-бис-(3-этилбен-

Таблица 1. Варианты вегетационного опыта

Шифр 
варианта 

опыта

Вносимые компоненты

Gordonia sp. N7,
107 клеток/г

н-Гексадекан,
5 г/кг

Ni2+,
0.02 г/кг

Ч – – –

Г – + –

М – – +

ГМ – + +

N7 + – –

N7Г – + –

N7М + – +

N7ГМ + + +

Примечание: Ч – чистый вариант, Г – н-гексадекан, 
М – металл (Ni2+), N7 – бактерии Gordonia sp. N7.
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зтиазолин-6-сульфокислоты) диаммониевую 
соль (АБТС)  – по образованию продукта при 
436  нм  [19]; о-дианизидин (ОДА)  – по образо-
ванию продукта при 460 нм [20] и 2.7-диамино-
флуорен (ДАФ) – по образованию продукта при 
600 нм [21].

Пероксидазы в корневых экссудатах сорго 
выявляли методом неденатурирующего гель-
электрофореза в 12% полиакриламидном геле 
с последующим окрашиванием ОДА в присут-
ствии Н2О2 [22].

Для определения влияния никеля на актив-
ность пероксидаз была очищена доминирующая 
(катионная) пероксидаза из корней сорго. Ак-
тивность определяли в реакции окисления ДАФ 
как описано выше [21]. В  реакционную смесь 
вносили сульфат никеля в диапазоне концентра-
ций 0–10 мМ (0–590 мг/л).

Все эксперименты выполнялись в пяти био-
логических и трех аналитических повторностях. 
Полученные данные подвергали статистической 
обработке, вычисляя средние значения, для 
сравнения которых использовали показатели 
стандартного отклонения, доверительного ин-
тервала при P ≤ 0.05. Вычисления проводили в 
программе Microsoft Excel 2007.

РЕЗУЛЬТАТЫ
В результате проведенных экспериментов по-

лучены данные, указывающие на существенные 
различия в ответных реакциях растений сорго 
веничного на отдельные биотические и абиоти-
ческие факторы и их комплексное воздействие.

Выживаемость растений в чистой почве со-
ставляла 78% (рис. 1). Присутствие н-гексадека-
на достоверно стимулировало этот показатель на 
15% относительно контроля. Влияние раздельно 
присутствующих никеля и штамма Gordonia sp. 
N7 (М и N7) было на уровне чистого контроля, 
так же, как и их сочетания с гексадеканом (ГМ 
и N7Г), однако бактеризация в присутствии 
никеля (N7M) приводила к заметному ингиби-
рованию  – выживаемость снижалась почти на 
20%. Наибольшим токсическим эффектом об-
ладал вариант с присутствием всех трех стрессо-
ров (N7ГM) – снижение относительно контроля 
составило 24%. Полученные данные позволя-
ют заключить, что одновременное воздействие 
штамма-инокулянта и никеля на выживаемость 
растений сорго имело аддитивный ингибирую-
щий характер, подавляющий стимулирующий 
эффект н-гексадекана (см. N7M и N7ГM).

Определение накопления биомассы побегов 
сорго выявило, что н-гексадекан и штамм N7 как 
по отдельности, так и в сочетании обладали су-
щественным стимулирующим эффектом на этот 
показатель (на 45–51% относительно чистого 
контроля) (рис. 2). Никель, напротив, оказывал 

отчетливое токсическое влияние во всех вариан-
тах с его присутствием (на 31–49%), полностью 
нивелируя стимулирующее влияние гексадекана 
и бактеризации.

Аналогичная тенденция стимуляции и ин-
гибирования наблюдалась и в случае биомассы 
корней сорго (рис. 2). н-Гексадекан и штамм N7 
повышали этот показатель по-отдельности на 30 
и 50% соответственно, а при их совместном при-
сутствии  – на 100%. Никель оказывал ингиби-
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Рис. 1. Выживаемость растений Sorghum bicolor в ус-
ловиях вегетационного опыта. Полосы погрешно-
стей означают доверительный интервал, рассчитан-
ный для n ≥ 5 при P ≤ 0.05; одинаковыми буквами 
отмечены значения, достоверно не отличающие-
ся между собой при P ≤ 0.05. Ч  – чистый вариант, 
Г – н-гексадекан, М – металл (Ni2+), N7 – бактерии 
Gordonia sp. N7.
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Рис. 2. Биомасса побегов (1) и корней (2) 3-недель-
ных растений Sorghum bicolor в разных вариантах 
вегетационного опыта. Полосы погрешностей оз-
начают доверительный интервал, рассчитанный для 
n ≥ 5 при P ≤ 0.05; одинаковыми заглавными буква-
ми отмечены значения веса побегов, достоверно не 
отличающиеся между собой; одинаковыми строчны-
ми буквами отмечены значения веса корней, досто-
верно не отличающиеся между собой при P ≤ 0.05. 
Ч – чистый вариант, Г – н-гексадекан, М – металл 
(Ni2+), N7 – бактерии Gordonia sp. N7.
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рующий эффект во всех вариантах – на 50–70%, 
также нивелируя стимулирующие воздействие 
других компонентов.

Влияние исследуемых факторов на общую 
биомассу растений показало, что бактеризация 
увеличивала общее производство биомассы сор-
го на 47%, внесение н-гексадекана – на 43%, а их 
совместное присутствие – на 59%. Присутствие 
никеля, напротив, снижало продукцию расти-
тельной массы практически на те  же значения 
(табл. 2).

В технологиях фиторемедиации показатели 
прироста биомассы в виде индексов толерантно-
сти (ИТ) используются для оценки эффективно-
сти применения растений. По этим показателям 
н-гексадекан и штамм N7 оказывали стимулиру-
ющее влияние на продукцию биомассы растений 
сорго – ИТ > 100%, особенно при их совместном 
использовании (ИТК 200) (табл. 2). Никель от-
четливо снижал все показатели как индивидуаль-
но, так и в комплексе с другими компонентами, 
полностью нивелируя стимулирующее влияние 
н-гексадекана и бактеризации. Между тем, при-
сутствие PGP-бактерии несколько повышало 
устойчивость растений к никелю в случае корней 
(ИТК 50 для N7М и ИТК 40 для N7ГМ). Однако 
следует отметить, что наименьший ИТ для общей 
биомассы наблюдался в варианте N7ГМ (ИТБ 
49 – минимальный желательный объем биомассы 
при произрастании на загрязненной среде), ука-
зывая на сильное угнетение растений комплекс-
ным воздействием исследуемых факторов.

В результате атомно-адсорбционного ана-
лиза сухой биомассы побегов и корней сорго 
веничного было показано, что они аккумули-
ровали никель в количестве от 208.2 до 1081.6 мг 
на кг сухого веса растений (рис. 3). В  корнях 
никель накапливался значительно в больших 
количествах, чем в побегах (в 5 раз в случае 
монозагрязнения). Присутствие н-гексадекана 
снижало этот показатель почти в 1.5 раза, не-
значительно повышая накопление в побегах. 
Инокуляция штаммом Gordonia sp. N7 вызывала 
перераспределение металла в растении: содер-
жание никеля повышалось в побегах не зави-
симо от присутствия н-гексадекана на 67–68% 

относительно соответствующих вариантов без 
инокуляции. В  корнях наблюдалось пониже-
ние накопления металла на 73 и повышение 
на 17% без н-гексадекана и с н-гексадеканом 
соответственно. Вероятно, углеводород, явля-
ясь дополнительным источником углерода для 
микроорганизмов, увеличивал их численность, 
что могло оказывать влияние на проникнове-
ние никеля в растение.

Для более четкой технологической трактов-
ки полученных результатов мы использовали 
показатель транслокационного фактора (ТФ), 
который является важной характеристикой рас-
тений-фиторемедиантов. Значение ТФ меньше 1 
свидетельствует об аккумуляции металлов преи-
мущественно в корнях, ТФ больше 1 – в побегах 
[16, 23]. В  нашем случае исходный ТФ никеля 
составил 0.19 (рис. 3). ТФ вариантов с комплек-
сом поллютантов и бактеризацией повышался 
в 1.7–2.5 раз, свидетельствуя о смещении нако-
пления металла из корня в надземную биомассу. 

Таблица 2. Индексы толерантности Sorghum bicolor по накоплению биомассы

Показатель, % Ч Г М ГМ N7 N7Г N7М N7ГМ

ИТП 100 145 67 67 147 151 59 51

ИТК 100 130 30 30 150 200 50 40

ИТБ 100 143 62 61 147 159 57 49

Примечание: ИТП – индекс толерантности побегов, ИТК – индекс толерантности корней, ИТБ – индекс 
толерантности общей биомассы. Ч – чистый вариант, Г – н-гексадекан, М – металл (Ni2+), N7 – бактерии 
Gordonia sp. N7.
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Рис. 3. Накопление ионов никеля в побегах (1) и 
корнях (2) Sorghum bicolor и ТФ никеля (3). Полосы 
погрешностей означают ошибку среднего значения, 
не превышающую 5% для n ≥ 5; одинаковыми за-
главными буквами отмечены значения для побегов, 
достоверно не отличающиеся между собой; одина-
ковыми строчными буквами отмечены значения для 
корней, достоверно не отличающиеся между собой 
при P ≤ 0.05. Г – н-гексадекан, М – металл (Ni2+), 
N7 – бактерии Gordonia sp. N7.
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Бактеризация в присутствии н-гексадекана по-
вышала показатель ТФ до максимального значе-
ния – 0.46.

Изучение влияние никеля на содержа-
ние фотосинтетических пигментов показало 
(табл. 3) снижение концентрации хлорофилла а 
во всех вариантах с его присутствием относи-
тельно чистого контроля на 31–54%. н-Гекса-
декан как единственный стрессор практически 
не оказывал воздействия. Обращает на себя 
внимание стимулирующий эффект штамма-и-
нокулянта в чистом грунте (10%) и ингибиру-
ющий эффект в его присутствии в вариантах 
с металлом и н-гексадеканом по отдельности 
(по 42%) и еще больший при сочетанном дей-
ствии загрязнителей (54%), однако минималь-
ная концентрация исследуемого пигмента на-
блюдалась под воздействием всего комплекса 
стрессоров – 53%.

В случае хлорофилла  б исследуемые воздей-
ствия имели несколько иной характер: н-гек-
садекан стимулировал его синтез, присутствие 
только металла не оказывало влияния, но ниве-
лировало стимулирующий эффект н-гексадека-
на, в то  же время бактеризация растений инги-
бировала синтез хлорофилла б во всех вариантах 
(на 33–56%).

Никель оказывал серьезное воздействие на 
содержание каротиноидов, снижая его на 25% в 
отсутствие других факторов и еще больше в со-
четании с микроорганизмом (35%), н-гексаде-
каном (30%) и при комплексе стрессоров (55%). 
н-Гексадекан, также как и бактеризация, по-от-
дельности не вызывали заметного влияния на 
каротиноиды, но при совместном присутствии 
снижали его на 40% (недостоверно), что, веро-
ятно, может быть вызвано воздействием образу-
ющихся в этом варианте бактериальных метабо-
литов разрушения н-гексадекана.

С целью выяснения влияния загрязнителей 
и штамма-инокулянта на показатели антистрес-
совой защиты исследовали спектр и активность 

экссудируемых корнями сорго ферментов, в 
частности пероксидаз.

С помощью гель-электрофореза в неденату-
рирующих условиях установлено, что профиль 
пероксидаз в корневых экссудатах сорго был 
представлен как минимум двумя пероксидаза-
ми с Rf в диапазоне 0.18–0.70, одна из которых 
имела 5 изоформ (рис. 4). Обращает на себя вни-
мание появление дополнительной пероксидазы 
с Rf 0.76 только в варианте N7Г  – в случае со-
вместного присутствия н-гексадекана и штамма. 
Влияние металла выражалось в снижении коли-
чества продуцируемых ферментов.

Исследование субстратной специфичности 
пероксидаз, выделяемых сорго с корневыми экс-
судатами, показало различные активности этих 
ферментов по отношению к трем тестовым суб-
стратам: АБТС, ОДА и ДАФ (рис. 5). Перокси-
дазная активность, определяемая с АБТС, была 
наиболее высокой в чистых условиях (4.6 мк-
моль/мин/г корней) (рис. 5). Наличие в среде 
загрязнителей существенно ее снижало: на 68% 
в присутствии н-гексадекана и на 28%  – нике-
ля. При  их совместном воздействии никель ни-
велировал влияние н-гексадекана. Инокуляция 
растения штаммом Gordonia sp. N7 наиболее за-
метно (на 90%) снижала активность фермента 
вплоть до ее полного ингибирования в присут-
ствии металла и всего комплекса компонентов. 
В случае анализа с ДАФ (рис. 5) также наблюда-
лось снижение пероксидазной активности с не-
которыми вариациями (на 35–80%), вызванное 
присутствием загрязнителей и еще в большей 
степени  – бактерий. В  случае совместного при-
сутствия штамма и никеля ДАФ-пероксидазная 
активность не выявлялась.

В отличие от предыдущих тестовых субстра-
тов использование ОДА (рис. 5) обнаружило 
повышение активности пероксидазы в присут-
ствии никеля в качестве единственного компо-
нента (на 24%). Это,  вероятно, отразилось на 
детектировании пониженной, но достаточно от-

Таблица 3. Содержание фотосинтетических пигментов в листьях Sorghum bicolor (мг/г сырой биомассы)

Пигменты
Варианты опыта

Ч Г М ГМ N7 N7Г N7М N7ГМ

Хлорофилл а 0.71 ± 0.06 0.68 ± 0.19* 0.49 ± 0.12* 0.47 ± 0.09* 0.78 ± 0.10 0.41 ± 0.15* 0.41 ± 0.01* 0.33 ± 0.13*

Хлорофилл б 0.27 ± 0.02 0.31 ± 0.11* 0.26 ± 0.02 0.26 ± 0.06 0.18 ± 0.06* 0.14 ± 0.01* 0.19 ± 0.07* 0.19 ± 0.03*

Каротин +
+ ксантофил 0.20 ± 0.04 0.19 ± 0.05 0.15 ± 0.04* 0.14 ± 0.02* 0.16 ± 0.04 0.12 ± 0.01* 0.13 ± 0.04 0.09 ± 0.04*

Примечание. В таблице приведены средние значения (n ≥ 3) ± стандартное отклонение; звездочкой обозначены значения, 
достоверно отличающиеся от контроля (Ч) при P ≤ 0.05. Ч – чистый вариант, Г – н-гексадекан, М – металл (Ni2+), N7 – 
бактерии Gordonia sp. N7.
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четливой активности этой пероксидазы в вари-
антах N7М и N7ГМ, в которых активность дру-
гих пероксидаз не выявлялась.

Изучение влияния ионов никеля на актив-
ность очищенной пероксидазы из корней сорго 
веничного показало, что в диапазоне концен-
траций 0–10 мМ (0–590 мг) никель не ока-
зывал заметного влияния на активность фер-
мента (рис. 6). Это  позволяет предположить, 
что металл снижает не активность, а именно 

продукцию фермента, отчетливо выявляемую 
электрофорезом в неденатурирующих услови-
ях (рис. 4).

Таким образом, полученные данные свиде-
тельствуют о существенных различиях во вли-
янии индивидуальных загрязнителей и их ком-
плекса на исследованные параметры растения 
сорго веничного. Бактеризация способствовала 
лучшему развитию растений в условиях загряз-
нения, вызывая при этом определенные реак-

Ч Г М ГМ N7 N7Г Rf

0.76

N7М N7ГМ

0.18

0.48−0.70

Рис. 4. Спектр пероксидаз в корневых экссудатах Sorghum bicolor в присутствии ионов металла (никеля), н-гексаде-
кана и штамма Gordonia sp. N7. Ч – чистый вариант, Г – н-гексадекан, М – металл (Ni2+), N7 – бактерии Gordonia 
sp. N7.
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Рис. 5. Активность пероксидаз из корневых экссуда-
тов Sorghum bicolor в отношении тестовых субстра-
тов: 1  – ОДА; 2  – ДАФ; 3  – АБТС. Одинаковыми 
заглавными буквами отмечены значения для ОДА, 
достоверно не отличающиеся между собой; одина-
ковыми строчными буквами отмечены значения для 
ДАФ, достоверно не отличающиеся между собой; 
одинаковыми символами отмечены значения для 
АБТС, достоверно не отличающиеся между собой 
при P ≤ 0.05. Ч – чистый вариант, Г – н-гексадекан, 
М – металл (Ni2+), N7 – бактерии Gordonia sp. N7.

0

20

40

60

80

100

120

0 2 4 6 8 10

А
кт

ив
но

ст
ь,

 %

Ni2+, ммоль/л

Рис. 6. Влияние никеля в возрастающей концентра-
ции на активность очищенной катионной перок-
сидазы из корней Sorghum bicolor (с ДАФ). По  оси 
ординат активность фермента в % к варианту без 
никеля. При концентрации никеля 0 мМ активность 
принимали за 100%.
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ции фотосинтетического аппарата и ферментов 
антистрессовой защиты сорго. Наконец, повы-
шение ТФ никеля в результате бактеризации 
явилось отчетливым свидетельством положи-
тельного влияния Gordonia sp. N7 на фитореме-
диационный потенциал сорго.

ОБСУЖДЕНИЕ
Проведенное нами исследование на примере 

бинарной смеси никеля и н-гексадекана показа-
ло, что сорго веничное меняет свои биометриче-
ские и физиолого-биохимические показатели в 
условиях комбинированного загрязнения отно-
сительно воздействия индивидуальных поллю-
тантов.

Известно, что никель, являясь микроэлемен-
том, в небольших количествах необходим выс-
шим растениям, являясь структурным элемен-
том нескольких металлоферментов, таких как 
уреаза, супероксиддисмутаза, Ni-Fe гидрогена-
за, ацетил-коэнзим-синтаза и др. [24]. Следова-
тельно, он важен для окислительно-восстанови-
тельных реакций и осуществления различных 
клеточных функций. Однако в высоких кон-
центрациях этот металл проявляет токсичность 
и изменяет нормальный метаболизм растений, 
вызывая клеточные повреждения и даже гибель 
[25]. Симптомы отравления никелем у растений 
включают хлороз, некроз, задержку роста кор-
ней и уменьшение площади листьев [24]. В  на-
шем исследовании никель существенно снижал 
накопление биомассы побегов и корней, сохра-
няя практически такие  же величины ингибиро-
вания и при комбинированном внесении загряз-
нителей.

н-Гексадекан увеличивал биомассу побегов 
и корней сорго, однако присутствие никеля ни-
велировало этот эффект. Стимулирующая ак-
тивность углеводородов нефти на рост растений 
описана в литературе [24, 26]. Ряд  авторов свя-
зывают ее с усилением биологической активно-
сти углеводородокисляющих микроорганизмов 
и стимулированием метаболических процессов 
в ризосферной зоне [26]. Однако в нашем слу-
чае условия культивирования растений изна-
чально стерильные, что предполагает наличие 
иных причин. Следует отметить, что механиз-
мы влияния именно н-гексадекана или других 
индивидуальных алифатических углеводородов 
на растения в литературе представлены доволь-
но скупо. Известно, что н-гексадекан способен 
проникать в ткани растений и даже подвергаться 
там биохимическим модификациям под влияни-
ем цитохрома P450 и пероксидаз [27].

Напротив, у микроорганизмов процессы 
контактов с н-парафинами и их деградации 
исследованы в достаточной степени [28]. По-
скольку для инокуляции растений нами ис-

пользовался штамм деструктор н-гексадекана 
Gordonia sp. N7, необходимо учитывать, что он 
взаимодействует с углеводородом как с пита-
тельным субстратом по известным механиз-
мам: либо путем адгезии, либо солюбилизации. 
Оба  варианта описаны для актинобактерий, в 
том числе и для рода Gordonia. В  присутствии 
гидрофобных субстратов, в частности н-пара-
финов, эти бактерии повышают гидрофобность 
своей поверхности и сродство к углеводородам 
за счет высокого содержания липидов в клеточ-
ной стенке, либо синтезируют биосурфактанты, 
повышая биодоступность соединений за счет 
их эмульгирования [28, 29]. По  этой причине 
воздействие н-гексадекана на растение в при-
сутствии модифицирующих его бактерий может 
измениться.

Ионы никеля также способны взаимодейство-
вать как с корнями растения, так и с бактериями, 
проявляя в определенной концентрации по от-
ношению к ним токсические свойства. Интерес-
ным является тот факт, что синтезируемые при 
культивировании актинобактерий в углеводород-
содержащей среде биосурфактанты, являясь по-
тенциальными металлохелаторами, связываются 
с ионами тяжелых металлов, тем самым препят-
ствуя их поступлению в бактериальные клетки, 
что в свою очередь сопровождается повышением 
устойчивости последних к данным ксенобиоти-
кам. Например, резистентность к ионам тяже-
лых металлов актинобактерий, культивируемых 
в присутствии н-гексадекана, в 2–4 раза выше по 
сравнению с таковой культур, выращенных в бо-
гатой питательной среде [30].

Таким образом, все воздействующие на рас-
тения компоненты находятся в активном вза-
имодействии друг с другом, что меняет как их 
собственные характеристики, так и реакции 
растений. Вполне вероятно, что изменение по-
верхностных свойств бактерий в присутствии 
н-гексадекана и никеля может способство-
вать изменению контактных взаимодействий 
PGP-бактерии, каковой является Gordonia sp. N7, 
с корнями растения. Полученные нами результа-
ты косвенно свидетельствуют об этом. Особенно 
ярко это выражалось на примере влияния нике-
ля и бактерии на прирост биомассы сорго. Бак-
теризованные растения в чистых условиях нака-
пливали значительно больше биомассы корней 
и побегов относительно контроля. Это  может 
являться следствием проявления микроорганиз-
мом-инокулянтом активности АЦК-деаминазы, 
которая, как известно, снижает образование 
фитогормона этилена и тем самым стимулиру-
ет рост растений [31]. В присутствии никеля эта 
стимулирующая активность штамма нивелиро-
валась и наблюдалось существенное ингибиро-
вание роста побегов и корней, что можно объ-
яснить ингибированием тяжелыми металлами 
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активности бактериальной АЦК-деаминазы [31]. 
Однако если сравнить варианты индивидуаль-
ного присутствия никеля и совместно с бакте-
риальным штаммом, прирост биомассы корня 
в последнем случае недостоверно, но выше, что 
с осторожностью позволяет говорить о “смяг-
чении” бактериями токсичности никеля в от-
ношении корней. В  литературе также описаны 
данные о проявлении стимуляции роста расте-
ний природным ризобактериальным изолятом в 
условиях мультизагрязнения металлами [32].

Обобщая вышеуказанные данные и исполь-
зуя такой показатель, как общее производство 
биомассы растений, можно заключить, что у со-
рго он повышался относительно контроля под 
влиянием исследуемых факторов в следующем 
ряду: н-гексадекан (43%), инокуляция штаммом 
(47%), н-гексадекан + штамм Gordonia sp. (59%). 
Никель, напротив, во всех вариантах его присут-
ствия снижал этот показатель на 50–70%. Вычис-
ленный нами на основе показателей продукции 
растительной биомассы индекс толерантности 
(ИТ), характеризующий степень устойчивости 
растения к стрессору, определил характер влия-
ния никеля на сорго как сильное угнетение, не-
значительно варьирующее в присутствии других 
компонентов.

Важным аспектом нашей работы явилось 
выяснение поглощения растениями сорго ио-
нов никеля, характеризующего фиторемедиа-
ционный потенциал растений [32]. Этот металл 
относится к элементам с высокой способностью 
проникновения в растение, но особый интерес с 
точки зрения технологических процессов пред-
ставляло определить локализацию поглощенно-
го никеля, поскольку надземную часть растений 
легче удалять с очищаемого участка.

Показано, что накопление никеля за 3 не-
дели роста сорго на никельсодержащем песке 
происходило преимущественно в корнях. До-
полнительные вносимые компоненты влияли 
на этот процесс. Вычисленный нами для всех 
вариантов опыта показатель ТФ, на основании 
которого можно судить о преимущественном 
накоплении металлов в корнях или побегах [16, 
23] показал, что присутствие углеводородно-
го загрязнения, а также инокуляция растений 
PGP-бактериями не только увеличивали со-
держание никеля в растении, но и смещали его 
локализацию в надземную часть. Максималь-
ное значение ТФ получено в варианте никель 
+ бактеризация + гексадекан, в котором бакте-
рии имели дополнительный источник углеро-
да для роста, увеличивающий их численность. 
Подобный эффект описан в работе [33], авторы 
которой считают, что повышение содержания 
никеля в надземных частях растений происхо-
дит за счет выделения устойчивыми к металлу 
ризосферными бактериями сидерофоров и ор-

ганических кислот, в комплексе с которыми мо-
жет осуществляться дальний транспорт ионов 
никеля по сосудам ксилемы.

Одним из самых значимых физиолого-био-
химических показателей состояния растения яв-
ляется функционирование его фотосинтетиче-
ского аппарата, который в условиях стрессового 
воздействия реагирует каскадом защитных реак-
ций [34]. Негативное влияние тяжелых металлов 
связывают с их прямым ингибирующим воздей-
ствием на активность ферментов биосинтеза 
зеленых пигментов, что сказывается на содер-
жании хлорофиллов а и б и каротиноидов. Кро-
ме того, нарушение биосинтеза хлорофиллов в 
присутствии тяжелых металлов, в том числе Ni2+, 
может быть вызвано замещением ионов магния 
ионами этих металлов в молекулах пигмента [35].

В наших экспериментах никель отрицательно 
влиял на содержание хлорофилла а и каротино-
идов, не оказывая воздействия на хлорофилл б. 
Присутствие только н-гексадекана проявлялось 
в повышении уровня хлорофилла б. Воздействие 
комплекса загрязнителей практически было 
равнозначным влиянию никеля, нивелирующе-
го воздействие н-гексадекана. Интересно, что 
инокуляция актинобактериями рода Gordonia 
(штаммом N7) явилась серьезным ингибирую-
щим фактором, существенно снижающим со-
держание исследованных фотосинтетических 
пигментов в листьях сорго. При  этом присут-
ствие загрязнителей в основном усиливало этот 
эффект. Наибольшее снижение хрофилла а и 
каротиноидов  – более чем в 2 раза  – происхо-
дило под воздействием композиции всех трех 
компонентов. Между тем, по литературным дан-
ным инокуляция семян пшеницы эндофитным 
штаммом Bacillus subtilis снижала токсический 
эффект никеля, что проявлялось в сохранении 
фотосинтетической активности и лучших пока-
зателях роста растений [36].

Хлорофилл а связан с реакционными цен-
трами фотосистем, а форма б – со светособира-
ющим комплексом фотосистемы II. Вызванное 
бактеризацией снижение содержания хлорофил-
ла б может иметь в своей основе существенные 
изменения процессов поглощения света  [34]. 
Об  этом  же свидетельствует уменьшение содер-
жания каротиноидов, участвующих в нейтрали-
зации активных форм кислорода в стрессовых 
условиях.

Представленные в литературе данные как 
положительного [37], так и отрицательного [38] 
влияния инокуляции PGP-бактериями расте-
ний на содержание фотосинтетических пиг-
ментов, предполагают, что распознавание хозя-
ин-бактерия приводит к стресс-специфической 
модуляции реакции корня и дифференциально-
му независимому от стресса влиянию на фото-
синтез [38].
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Существенный интерес в ответных реакциях 
растений на стрессоры представляют пероксида-
зы, экссудируемые корнями. Физиологические 
функции этих ферментов связаны с механиз-
мами защиты, метаболизмом ауксина и био-
синтезом полимеров клеточной стенки, таких 
как лигнин и суберин, выполняющих функцию 
физического барьера при воздействии биотиче-
ских и абиотических стрессовых факторов. Кро-
ме того, с пероксидазами сорго связывают его 
термотолерантность и устойчивость к грибным 
инфекциям [39]. Широкая субстратная специ-
фичность пероксидаз позволяет рассматривать 
их как важный инструмент детоксикации/дегра-
дации загрязнителей окружающей среды [11].

Как правило, пул ферментов, экссудируемых 
корнями, представлен несколькими фермен-
тами и их изоформами. Считается, что именно 
варьируя изоформный состав пероксидаз расте-
ние обеспечивает необходимые биохимические 
реакции в ответ на какой-либо стресс. При этом, 
множественные молекулярные формы перок-
сидаз отличаются по ряду физико-химических 
свойств и локализации [40].

Полученные нами результаты показали при-
сутствие в корневых экссудатах сорго в задан-
ных условиях эксперимента как минимум двух 
пероксидаз, одна из которых имела несколько 
изоформ. Наибольший интерес представля-
ет появление еще одной пероксидазы с самой 
высокой электрофоретической подвижностью 
(0.76) в варианте одновременного присутствия 
н-гексадекана и бактерий рода Gordonia N7, при-
чем, добавление никеля к этим компонентам 
существенно уменьшало активность этой фор-
мы, но полного ингибирования не происходи-
ло. Функция выявленной пероксидазы не ясна, 
однако в связи с тем, что штамм-инокулянт 
является деструктором н-гексадекана, можно 
предположить, что это  – реакция растения на 
биосурфактанты, продуцируемые бактериями 
в присутствии гидрофобного субстрата, либо 
на метаболиты и активные формы кислорода 
(АФК), образующиеся при микробном окисле-
нии углеводорода.

Активность пероксидаз сорго, исследованная 
нами в концентрированных корневых экссуда-
тах, различалась в зависимости от использован-
ного тестового субстрата. Однако во всех вари-
антах тенденция была одинаковой: активность 
относительно чистого контроля снижалась в 
присутствии как загрязнителей, так и штам-
ма-инокулянта, достигая в отдельных случаях 
практически полного ингибирования (при воз-
действии всех трех компонентов). Присутствие 
бактерий вызывало наиболее понижающий эф-
фект, причем, как индивидуально, так и в еще 
большей степени  – в композиции с другими 
компонентами. Исключением явились резуль-

таты с тестовым субстратом ОДА, в которых ни-
кель (индивидуально) повышал пероксидазную 
активность на 25%. В целом, можно заключить, 
что из всех исследуемых факторов наиболее вли-
яющим на пероксидазную активность корневых 
экссудатов сорго являлся биотический фактор – 
инокуляция штаммом Gordonia sp. N7. Возмож-
но, что такой ответ растения на ризосферную 
бактерию, охарактеризованную нами как PGPR, 
является особенностью ее взаимодействия с 
корнями сорго, понижающего стрессовый от-
клик растения. Однако следует учитывать, что 
проведенный анализ дает картину активности 
ферментов на конец эксперимента  – на 20 сут. 
Вполне вероятно, что в этот период растение уже 
адаптировалось к стрессовым условиям.

В присутствии никеля также отмечено сни-
жение активности пероксидаз с использовани-
ем в качестве тестовых субстратов ДАФ и АБТС. 
Относительно ОДА этот эффект отсутствовал. 
В  то  же время, отдельным экспериментом по-
казано, что никель в широком диапазоне кон-
центраций не влиял на активность очищенной 
ДАФ-пероксидазы. Это может объясняться тем, 
что в корневых экссудатах содержится широкий 
набор пероксидаз и их изоформ, которые, есте-
ственно, имеют различное сродство к тестовым 
субстратам и по-разному подвержены влиянию 
никеля.

Таким образом, подводя итог проведенно-
му эксперименту, можно констатировать, что 
исследованные стрессоры оказывали суще-
ственное влияние как на ростовые, так и физи-
олого-биохимические характеристики Sorghum 
bicolor. При  индивидуальном присутствии их 
воздействие выглядело следующим образом.

н-Гексадекан повышал выживаемость сор-
го, биомассу корней и побегов, ИТ, накопление 
никеля в побегах, ТФ, содержание хлорофилла б, 
понижал активность пероксидаз в корневых экс-
судатах.

Бактеризация актинобактериями рода 
Gordonia N7 повышала прирост биомассы, ИТ, 
накопление никеля в побегах, ТФ, понижала со-
держание хлорофилла б, активность пероксидаз 
в корневых экссудатах.

Никель оказывал практически на все изучен-
ные параметры негативное воздействие: умень-
шал биомассу, понижал ИТ, содержание хлоро-
филла а и каротиноидов, понижал активность 
пероксидаз в корневых экссудатах, аккумулиро-
вался в основном в корнях сорго.

Добавление других компонентов оказывало 
влияние на изучаемые параметры, однако ток-
сическое воздействие никеля было доминирую-
щим и нивелировало эффекты других факторов, 
например, стимулирующее влияние н-гексаде-
кана и бактерий на прирост растительной био-
массы. Тем  не менее, влияние н-гексадекана и 
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ризосферного штамма Gordonia sp. N7 на эф-
фекты, вызванные никелем в сравнении с его 
индивидуальными показателями, были весьма 
отчетливыми.

В присутствии бактерий влияние никеля на 
растения менялось по всем показателям за ис-
ключением прироста биомассы: снижалась вы-
живаемость, существенно повышался ИТ кор-
ней, ТФ увеличивался более чем в 2 раза, смещая 
накопление никеля в побеги, пероксидазная ак-
тивность снижалась почти в 7 раз, уменьшалось 
содержание всех фотосинтетических пигментов, 
особенно хлорофилла б.

н-Гексадекан в меньшей степени, но влиял 
на ингибирующее воздействие никеля, отчетли-
во повышая ТФ и понижая пероксидазную ак-
тивность в корневых экссудатах по отдельным 
тестовым субстратам.

Таким образом, смоделированный нами 
комбинированный стресс, сочетающий абиоти-
ческие факторы с биотическим, продемонстри-
ровал существенный эффект их сочетания на 
растения сорго, особенно со штаммом Gordonia 
sp. N7. Его внесение вызывало как положитель-
ные, так и отрицательные реакции сорго ве-
ничного, свидетельствующие об особенностях 
коммуникаций макро- и микропартнеров в усло-
виях загрязненной среды и возможном участии в 
адаптивных реакциях растения в экстремальной 
среде. Полученные результаты дают обоснование 
эффективности использования актинобактерий 
как технологического приема, способствующе-
го процессу фиторемедиации по извлечению 
никеля из загрязненного грунта. В то же время, 
необходимо отметить, что выявленный эффект 
следует учитывать в сельскохозяйственном кор-
мопроизводстве, поскольку он свидетельствует о 
загрязнении растительной продукции тяжелыми 
металлами. Эти два аспекта взаимоисключаемы 
в названных технологических процессах и край-
не важны в фундаментальном плане по исследо-
ванию влияния мультизагрязнений на растения.

В исследованиях использовалось оборудова-
ние Центра коллективного пользования (ЦКП) 
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