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ВЛИЯНИЕ ОБРАБОТКИ ПОЧВЫ ГЕРБИЦИДАМИ 

ГРУППЫ 2,4-D НА ОТДЕЛЬНЫЕ ЭКОЛОГО-ТРОФИЧЕСКИЕ 

ГРУППЫ МИКРОБИОЦЕНОЗА 

Чепкасов К.В.1*, Егорова Д.О.2 
1 Пермский государственный национальный 
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Аннотация 
2,4-дихлорфеноксиуксусная кислота и соединения, 

разработанные на ее основе, активно используются 
в сельском хозяйстве в качестве гербицидов. Учитывая 
токсические свойства данных соединений, 
актуальными являются исследования состояния 
микробиоценоза почв, подвергнутых обработке 
гербицидами группы 2,4-D. В настоящем исследовании 
изучено состояние эколого-трофических групп 
микробиоценоза сельскохозяйственных полей 
Куединского района Пермского края (Россия). 
Обработка полей гербицидами группы 2,4-D проходила 
в период 2006–2023гг. Установлено, что численность 
сапротрофной группы микроорганизмов составляет 
1.5–7.2 ×107 КОЕ/г почвы, а ее изменения коррелируют 
с периодом, прошедшим после обработки полей 
гербицидами. Количество олиготрофов находится на 
низком уровне, что свидетельствует о достаточной 
доступности углерода в исследуемых почвах. Группа 
деструкторов 2,4-D составляет 0.03–0.24% от 
сапротрофов, а численность находится в обратной 
линейной зависимости от временного интервала 
между последней обработкой полей гербицидами и 
отбором образцов почв. В исследуемых почвах не 
выявлено наличие 2,4-D, что свидетельствует об 
эффективном разрушении данного гербицида в 
условиях возделываемых полей. 
Ключевые слова: 

2,4-дихлорфеноксиуксусная кислота; 2,4-D; 
почвенные микроорганизмы; гербициды; деструкторы; 
сапротрофы 
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Abstract  
2,4-Dichlorophenoxyacetic acid and its derived 

compounds are widely used as agricultural herbicides. 
Given the toxic properties of these compounds, studies on 
soil microbiocenosis after treatment with 2,4-D herbicides 
are of current interest. This study examined the state of 
ecotrophic groups in the microbiocenosis of agricultural 
fields in the Kuedinsky District of Perm Krai (Russia). Fields 
were treated with 2,4-D herbicides from 2006 to 2023. 
Saprotrophic microbial populations ranged from 1.5 to 7.2 
× 107 CFU/g of soil, and changes in these populations were 
correlated with herbicide treatment duration. The 
oligotrophic populations were low, indicating sufficient 
carbon availability in the soils under study. The 2,4-D 
degrader group accounts for 0.03%–0.24% of saprotrophs, 
and its abundance is inversely and linearly related to the 
time interval between the last herbicide application and 
soil sampling. No 2,4-D was detected in the studied soils, 
indicating the effective destruction of this herbicide in 
cultivated fields.  
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ВВЕДЕНИЕ 

Группа 2,4-D – гербициды класса феноксикарбоксилатов на основе 2,4-дихлорфеноксиуксусной 

кислоты (2,4-D) [Jote 2019]. Дихлорфеноксиуксусная кислота обладает ауксиновой и ингибиторной 
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активностью. Реализация ауксиновой функции не нашла широкого применения в сельском хозяйстве, 

в то время как высокая ингибиторная активность 2,4-D в отношении двудольных широколистных 

сорных растений сделала ее одним из самых востребованных гербицидов на рынке [Lewis et al. 2016; 

Peterson et al. 2016]. Например, в Китае для борьбы с сорняками при выращивании пшеницы, сои, 

кукурузы и других культур ежегодно используется 5000–8000 тонн бутилового эфира 2,4-D [Islam et al. 

2018]. В виде кислоты гербицид применяется в сельском хозяйстве довольно редко, в основном в так 

называемых баковых смесях (в комплексе с другими активными веществами). На сегодня 

диметиламиновая соль и этилгексиловый эфир 2,4-D составляют примерно 90–95% от общего 

мирового потребления [Хмелевская и др. 2016]. 

Изучение эффектов от применения гербицидов группы 2,4-D показало, что помимо подавления 

роста сорных растений, данные соединения оказывают негативное воздействие на другие растения и 

некоторых животных, влияют на структуру почвенного биоценоза [Park et al. 2010; Zhang et al. 2010; 

Bhat et al. 2015; Marouani et al. 2017; Jote 2019; Oliveira et al. 2026]. Однако данные о воздействии на 

микробиоценозы сельскохозяйственных почв, обработанных 2,4-D, носят противоречивый характер и 

требуют дальнейшего исследования. 

Естественная деградация остаточных количеств 2,4-дихлорфеноксиуксусной кислоты в почве 

может происходить как путем самораспада химических соединений под влиянием условий внешней 

среды, так и с участием почвенных микроорганизмов, обладающих соответствующими 

ферментативными системами [Nguyen et al. 2022]. Активную роль в разложении 2,4-D играют 

представители родов Pseudomonas, Arthrobacter, Corynebacterium, Achromobacter, Cupriavidus, 

Flavobacterium, Streptomices [Bukowska 2006; Zabaloy et al. 2010; Papade et al. 2025]. Активные штаммы-

деструкторы, осуществляющие разложение 2,4-D и его производных путем последовательного 

окисления молекулы с расщеплением ароматического кольца, выделены из почв Индии, Японии, 

Бразилии и ряда других стран [Peckle et al. 2022; Silva et al. 2022; Muhammad et al. 2024; Sakai 2024; 

Papade et al. 2025]. 

Цель исследования – оценка воздействия гербицидов группы 2,4-D на значимые эколого-

трофические группы микробиоценоза сельскохозяйственных почв, подвергавшихся обработке 

коммерческими препаратами, содержащими соединения группы 2,4-D. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

Отбор почвенных образцов проводили на полях в Куединском муниципальном округе 

Пермского края, вблизи населённых пунктов Большие Кусты, Кашка, Верхний Тымбай и Нижний 

Тымбай в июне 2025 г (рис. 1). Данная территория является крупным сельскохозяйственным центром 

с большой площадью пахотных земель (97.297 тыс. га по данным на 2024 г. [Министерство природных 

ресурсов 2024]. Точки отбора расположены на плоском приводораздельном участке рельефа. Для всех 

площадок характерна дерново-среднеподзолистая тяжелосуглинистая почва, слабокислая реакция 

среды и низкое содержание гумуса (табл. 1). Территории пробоотбора представляют собой 

сельхозугодья с регулярной многолетней химической обработкой. Все поля находятся под регулярной 

вспашкой, зарастания за период с 2006 г. по настоящее время не отмечено. 

Рисунок 1. Расположение площадок для отбора 
почвенных образцов в Куединском районе 
Пермского края 

Figure 1. Location of soil sampling sites in the 
Kuedinsky District of Perm Krai 
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Таблица 1. Характеристика почвенных образцов 
и периода их обработки гербицидом 

Table 1. Characteristics of soil samples and the 
period of their herbicide treatment 

№ 
Пробы 

Гумус, 
% 

pH 
Культура на момент 

пробоотбора 

Дата последней 
обработки 2,4-D, 

год 

Количество 
внесенного 
2,4-D в год 
обработки, 

л/га 

1 2.3 4.6-5.5 Луговая растительность 2007 0.7 

2 2.1-2.3 4.1-4.5 
Клевер луговой 

(Trifolium pratense) 
2010 0.8 

3 2.1-2.3 4.1-4.5 
Овёс обыкновенный 

(Avena sativa) 
2006 0.7 

4 2.2-2.3 4.1-5.0 
Овёс обыкновенный 

(Avena sativa) 
2023 0.6 

5 2.2-2.3 4.1-5.0 
Пашня. ранее Кукуруза 

сахарная (Zea mays) 
2007 0.7 

 

Отб почвенных проб проводили в соответствии с ГОСТ 17.4.4.02-2017 «Охрана природы. Почвы. 

Методы отбора и подготовки проб для химического, бактериологического, гельминтологического 

анализа» и ГОСТ 17.4.3.01-83 «Охрана природы. Почвы. Общие требования к отбору проб» методом 

конверта, размер пробной площадки составил 10×10 м. Перед пробоотбором участок был очищен от 

дёрна, растительности, веток и т. д., непосредственно отбор почвенного образца производили на 

глубину 0.2 м. Масса каждой объединённой пробы составила 1 кг. 

Наличие в почве остаточных концентраций 2,4-дихлорфеноксиуксусной кислоты определяли 

методом газовой хроматографии с масс-спектрометрическим детектированием. Почвенный материал 

объёмом 5 г смешивали с 3 г Na2SO4, переносили в колбу на 50 мл с притёртой крышкой, куда 
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добавляли 10 мл гексана. Перемешивание производили на орбитальном шейкере в течение двух 

часов, после чего осуществляли фильтрование жидкой фазы через фильтр «Синяя лента». Анализ 

полученного экстракта проводили на газовом хроматографе с масс-спектрометрическим детектором 

Agilent GC 7890A MSD 5975C inert XL EI/CI (Agilent Tech-nology, США) и кварцевой капиллярной колонкой 

HP-5MS (30 м × 0.25 мм) (Agilent Technol-ogy, США). В качестве газа-носителя использовали гелий, 

температура испарителя составляла 230°С, а объем пробы – 1.0 мкл. Нижний предел обнаружения 2,4-

D равен 1.0 нг/кг. Используемая методика определения 2,4-D сопоставима с методикой предложенной 

[James et al. 2023]. Анализ полученных масс-спектров проводили на основе сравнения с масс-

спектрами контрольных образцов: чистого раствора 2,4-D и вытяжки из почвы с известной 

концентрацией внесённого 2,4-D, а также на основании базы данных NIST. 

Учёт эколого-трофических групп микроорганизмов проводился по стандартной методике учёта 

колоний на агаризованной среде [Селивановская, Ахметзянова 2021]. Для выделения эколого-

трофических групп использовали среды: 

1) Питательная среда LB (Luria-Bertani Broth) для выделения сапротрофов (г/л): триптон – 1.0, 

дрожжевой экстракт – 0.5, хлорид натрия 1.0; 

2) Минеральная среда К1 для выделения олиготрофов и деструкторов (г/л): K2HPO4×3H2O – 

3.2, NaH2PO4×2H2O – 0.4, (NH4)2SO4 – 0.5, MgSO4×7H2O – 0.15, Ca(NO3)2 – 0.01. 

Для получения плотных сред вносили агар-агар до конечной концентрации 1.5%. 

2,4-D вносили в виде раствора в минеральную среду К1 до конечной концентрации 0.2 г/л. 

10 г почвенного образца помещали в колбу Эрленмейера, вносили 100 мл 0.8%-ного раствора 

хлорида натрия и выдерживали 2 часа в термошейкере (Environmental Shaker-Incubator ES 20/60, 

BioSan, Латвия) при +28°С, частоте вращения 100 об/мин. Полученную суспензию высевали на 

соответствующую среду с использованием метода десятикратных разведений. Культивирование 

осуществляли в термостате ТС-1/80 СПУ (Санкт-Петербург, Россия) при +28°С. Учет колоний 

производили на 7 и 14 сут. 

Индекс олиготрофности рассчитывали по формуле: отношение количества олиготрофных 

бактерий к количеству сапротрофных бактерий и умноженное на коэффициент 100 [Рогожина, 

Захарихина 2022]. 

Статистический анализ полученных результатов проводили с использованием непарного t-

критерия Стьюдента. Данные представляли в виде среднего значения и стандартной ошибки (M ± SE). 

Достоверность полученного результата оценивали при значения р < 0.05. Проводили расчёт 

коэффициента корреляции Пирсона, а также однофакторный дисперсионный анализ (ANOVA). 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

Для оценки влияния гербицида 2,4-D на микробные сообщества почвы был выбран участок в 

Куединском районе Пермского края, характеризующийся гомогенными показателями верхнего 

горизонта почвенного покрова, что обеспечивает возможность сравнения полученных в ходе 

исследования данных между собой. На выбранных территориях ведет свою деятельность СПК 

«Верный путь», согласно архивных данных которого было установлено, что для обработки полей 

гербицидами на основе 2,4-D были использованы препараты «Элант Премиум», «Всполох» и ряд 

других производства «Dow AgroScienes», «Doktor Farmer», ООО «Агрусхим», ООО «СибАгрохим», ООО 

«Листера». Количество внесенных препаратов отличалось незначительно (0.6–0.8 л/га) (табл. 1), 

период от последней обработки составил от 2 до 19 лет.  

Проведенный газохроматографический анализ почвенных образцов не выявил присутствие 

2,4-D и других соединений, входящих в состав гербицидов на основе 2,4-D. Отсутствие значимых 

концентраций 2,4-D на исследуемой территории согласуется с данными о периоде полураспада 

соединений группы 2,4-D в природных средах. В работе [Jote 2019] указано, что период полураспада 
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2,4-D в почве действующей пашни составляет 59.5 сут. Учитывая высокую чувствительность 

использованного для анализа метода, можно заключить, что в настоящее время микробные 

сообщества исследуемых почв не находятся под давлением данной группы соединений. 

В результате проведенного микробиологического исследования установлена численность 

ряда эколого-трофических групп аэробных бактерий, присутствующих в микробиоценозе исследуемых 

почв (рис. 2). 

Рисунок 2. Численность эколого-трофических 
групп аэробных культивируемых бактерий в 
исследованных почвах 

Figure 2. Abundance of ecotrophic groups of 
aerobic cultivable bacteria in the studied soils 

 
 

Численность сапротрофной группы варьировала от 1.5 × 107 КОЕ/г почвы до 7.2 ×107 КОЕ/г 

почвы. Средняя численность данной группы аэробных бактерий в исследованных почвенных образцах 

составила 2.9 × 107 КОЕ/г почвы. Данный показатель несколько выше, чем численность отдельных 

эколого-трофических групп микроорганизмов окультуренных дерново-подзолистых почв, описанных 

в работе [Богатырева и др. 2024]. Сопоставление с данными для слабо окультуренных и хорошо 

окультуренных дерново-подзолистых почв показало, что выявленная численность находится в 

пределах нижней границы численности микроорганизмов хорошо окультуренных дерново-

подзолистых почв [Миненко 2009]. Относительно невысокая численность сапротрофных бактерий 

может быть обусловлена различными факторами, одним из которых выступает применение 

гербицидов группы 2,4-D. Так, в работе [Bankole et al. 2020] показано, что внесение 2,4-D приводит к 

снижению общей численности бактерий в почве на два порядка (с 9.5 × 107 КОЕ/г почвы до 4.3 × 105 

КОЕ/г почвы). Напротив, в модельных экспериментах с внесением 2,4-D в почвы (рН 6.6, общий 

углерод 20.1 г/кг), отобранные на территориях ранее обрабатывавшихся гербицидами группы 2,4-D 

(последняя обработка за два года до отбора почв), не выявлено изменений в количественном 

содержании сапротрофной группы аэробных бактерий [Zabaloy et al. 2010]. В настоящем 

исследовании, проведенный корреляционный анализ выявил сильную обратную линейную 

корреляцию (r = -0.947) между временным интервалом, прошедшим от последней обработки 

территории гербицидом группы 2,4-D, и численностью сапротрофов в микробиоценозе. Количество 

сапротрофов достоверно выше в образцах с меньшим временным интервалом, прошедшим после 

обработки территории гербицидом исследуемой группы (ANOVA, F4,9=10.2, p=0.009). Сопоставление 

полученных данных о численности сапротрофной группы микроорганизмов с аналогичными данными 
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для почв заповедников Вьетнама, характеризующихся сходными физико-химическими показателями 

(рН 4.0–5.1, гумус 2.2–2.8%) позволило установить, что в настоящем исследовании численность 

сапротрофов выше на порядок [Князева и др. 2023]. 

Олиготрофная эколого-трофическая группа бактерий является неотъемлемым компонентом 

почвенных микробиоценозов. Установлено, что в исследуемых сельскохозяйственных почвах 

численность олиготрофов варьировала в пределах 1.4–6.0 × 103 КОЕ/г почвы (рис. 2). Коэффициент 

олиготрофности характеризовался низкими значениями и составил 0.004–0.04. Такое значение 

свидетельствует об активном развитии сапротрофной эколого-трофической группы микроорганизмов, 

что вероятно обусловлено высоким содержанием доступного углерода в почвах. Интересно отметить, 

что индекс олиготрофности в почвах дендрария г. Сочи, характеризующихся сходными показателями 

рН (верхняя зона рН 5,2, средняя зона рН 5.1, нижняя зона рН 5.9) и гумуса (верхняя зона 4.7%, средняя 

зона 2.8%, нижняя зона 4.1%) с исследуемыми сельскохозяйственными почвами, выше на 4 порядка 

[Рогожина, Захарихина 2022]. Так же отмечено, что чем выше индекс олиготрофности, тем ниже 

степень окультуренности почв [Рогожина, Захарихина 2022]. В работе И.В. Русаковой [Русакова 2018] 

отмечено, что индекс олиготрофности дерново-подзолистых почв при длительном применении 

соломы и минеральных удобрений составлял 0.98–1.23, при этом индекс повышается при 

недостаточном поступлении свежего органического вещества. Для вермикомпостов коэффициент 

олиготрофности составил 1.1–6.19, при этом повышение коэффициента происходило при нарушении 

соотношения С : N [Сенкевич и др. 2019]. Обработка полей гербицидами группы 2,4-D может 

рассматриваться как поступление дополнительного органического субстрата для олиготрофной 

группы микроорганизмов. Однако, в настоящем исследовании не выявлено достоверных 

корреляционных зависимостей между численностью группы олиготрофных культивируемых 

микроорганизмов и давностью обработки полей гербицидами. По всей видимости внесение 2,4-D не 

оказывало влияния на численность группы олиготрофных микроорганизмов. 

Важным компонентом микробиоценозов сельскохозяйственных почв являются бактерии-

деструкторы, способные нейтрализовать поступающие в почву химически синтезированные 

гербициды и пестициды. Установлено, что во всех исследованных образцах присутствуют 

культивируемые штаммы, способные разлагать 2,4-D. Их численность варьировала в пределах 0.04–

1.7 × 105 КОЕ/г почвы (рис. 2), что составило 0.03–0.24% от общего числа сапротрофных бактерий 

микробиоценоза. Корреляционный анализ показал, что численность группы деструкторов находится в 

сильной обратной линейной зависимости (коэффициент корреляции составил 0.966) от давности 

периода обработки полей гербицидами. Количество деструкторов достоверно выше в образце №4, 

где последняя обработка проводилась в 2023 г, чем в образцах почв с полей, где обработка 

гербицидами группы 2,4-D проводилась в 2006–2010 гг (ANOVA, F5,3=20.8, p=0.002). Также стоит 

отметить, что доля деструкторов также была достоверно выше в микробиоценозе образца №4 

(ANOVA, F5,3=17.3, p=0.003), а коэффициент корреляции составил -0.798. Выявленное количество 

деструкторов выше, чем показано в работе [Zabaloy et al. 2010] на 4 сутки после внесения 2,4-D, но 

ниже, чем на 33 сутки. По всей видимости, проведенные ранее обработки почвы гербицидами группы 

2,4-D, способствовали развитию группы специфичных бактерий-деструкторов в микробиоценозе почв, 

а дальнейшее поддержание их численности происходит за счет присутствия в почвах соединений, по 

химической структуре схожих с 2,4-D. Таким образом, степень трансформации микробиоценоза под 

действием гербицидов группы 2,4-D можно рассматривать как низкую, а эффект от долгосрочного 

применения данных гербицидов – допустимым. Кроме того, деградационного потенциала 

сформировавшегося пула микроорганизмов-деструкторов оказалось достаточно для естественной 

очистки почвы от вносимых концентраций гербицида. 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

В ходе исследования была проведена комплексная оценка воздействия гербицидов группы 

2,4-дихлорфеноксиуксусной кислоты (2,4-D) на микробиоценоз сельскохозяйственных почв 

Куединского муниципального округа Пермского края. Анализ почвенных образцов показал, 

что в настоящий момент концентрация 2,4-D находится ниже предела обнаружения. В результате 

анализа эколого-трофических групп микробиоценозов установлено, что сапротрофы представлены в 

значительном количестве, при этом их численность находится в обратной линейной зависимости от 

периода, прошедшего с даты последней обработки почвы гербицидами группы 2,4-D. Индекс 

олиготрофности свидетельствует о достаточном количестве доступного углерода в исследуемых 

почвах. Группа микроорганизмов-деструкторов 2,4-D представлена во всех исследованных 

микробиоценозах, при этом ее численность зависит от временного интервала, прошедшего после 

последней обработки полей гербицидами группы 2,4-D. Не смотря на длительный период 

без внесения 2,4-D пул деструкторов поддерживается на относительно стабильном уровне, 

что обеспечивает устойчивость микробиоценоза в случае внесения гербицидов группы 2,4-D.   
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Аннотация 
Предметом настоящей работы является обобщение си-

стемы методов, взглядов, терминов, существующих в рам-
ках понятия «качество пыльцы» как единого комплекса 
знаний, интерпретация и проецирование их на решение 
практических задач   селекции, семеноводства и семенове-
дения. Представление о качестве пыльцы – комплексном 
показателе, который в значительной степени определяет 
репродуктивную способность, дает сочетание двух осново-
полагающих свойств: оплодотворяющая способность и жиз-
неспособность. Критический анализ эффективности 
методов, определения качества пыльцы и интерпретации 
параметров, её характеризующих, является целью настоя-
щей работы. Рассмотрены причины возникновения пони-
женной жизнеспособности и стерильности пыльцы, а также 
приемы преодоления этих негативных явлений в процессе 
интродукции, селекции и семеноводства. Описаны измене-
ния, происходящие в пыльце под влиянием экстремальных 
внешних факторов и применения экспериментальных при-
емов селекции (цитоплазматическая мужская стерильность, 
межвидовая гибридизация, полиплоидия, мутагенез). Рас-
смотрены термины: аномалия, деформация, дегенерация, 
дефекты, тераты, патологии. Показаны основные принципы 
исследования качества пыльцы: изучение морфологических 
признаков, исследование физиологии проникновения кра-
сителей в цитоплазму пыльцевого зерна, определение спо-
собности пыльцы прорастать на искусственных питательных 
средах и на рыльце пестика, биохимические тесты, актив-
ность ферментов, люминесцентный анализ. Наибольший 
интерес представляют показатели, которые количественно 
характеризуют свойства пыльцы, в том числе проточная ци-
тометрия, цифровая микроскопия. Подчёркивается, что сле-
дует максимально точно определять наблюдаемые при 
пыльцевом анализе явления и процессы. Интерпретации и 
обобщения данных о жизнеспособности, фертильности и 
оплодотворяющей способности пыльцы по косвенным по-
казателям необходимо делать очень корректно, поскольку 
одни и те же показатели могут одновременно свидетель-
ствовать о разных свойствах пыльцы. 
Ключевые слова: 

пыльца, оплодотворяющая способность, фертильность, 
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Abstract  
The subject of this work is the generalization of the system 

of methods, views, and terms that exist within the concept of 
pollen quality as a single complex of knowledge, as well as 
the interpretation and projection of these concepts into 
solving practical problems in breeding, seed production, and 
seed science. The concept of pollen quality, a complex 
indicator that significantly determines reproductive capacity, 
is based on the combination of two fundamental properties: 
fertilizing capacity and viability. This study aims to examine 
the effectiveness of pollen quality-determination methods 
and interpret its parameters. The article discusses the causes 
of reduced pollen viability and sterility, as well as methods for 
overcoming these negative phenomena in the process of 
introduction, breeding, and seed production processes. It also 
describes the changes that occur in pollen under the influence 
of extreme external factors and the use of experimental 
breeding techniques (CMC, interspecific hybridization, 
polyploidy, and mutagenesis). The following terms were 
considered: anomaly, deformation, degeneration, destruction, 
defects, terata, and pathologies. The main principles of pollen 
quality research are as follows: morphological features, 
studying the physiology of dye penetration into the cytoplasm 
of the pollen grain, determining the ability of pollen to 
germinate on artificial nutrient media and on the stigma of the 
pistil, biochemical tests, enzyme activity, and luminescent 
analysis. The most interesting indicators are those that 
quantitatively characterize the properties of pollen, including 
flow cytometry, digital microscopy, and holographic 
microscopy. An accurate description of the observed 
phenomena and processes during pollen analysis is required. 
Interpretations and generalizations about viability, fertility, 
and fertilization capacity based on indirect indicators should 
be carefully made. The same research methods and indicators 
can simultaneously provide evidence of different pollen 
properties.   
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ВВЕДЕНИЕ 

Пыльца, или пыльцевое зерно – это сильно редуцированный мужской гаметофит. Основное 
назначение пыльцы – оплодотворение яйцеклетки и центральной клетки зародышевого мешка 
с последующим формированием зародыша и эндосперма семени [Поддубная-Арнольди 1964; 
Банникова, Хведынич 1982]. Отсюда вытекает основное свойство, необходимое пыльце, – 
способность оплодотворять, или оплодотворяющая способность. Оплодотворению предшествует 
прорастание пыльцы на рыльце пестика, рост пыльцевой трубки в столбике и проникновение 
в семяпочку. В этом заключается второе важное свойство пыльцевых зерен – быть способными 
осуществлять ростовые процессы, то есть обладать жизнеспособностью. Сочетание этих двух 
основополагающих свойств дает представление о качестве пыльцы – комплексном показателе, 
который в значительной степени определяет репродуктивную способность. 

В процессе формирования пыльцевые зерна испытывают негативное влияние внешней 
среды (экстремальные температуры, засухи, засоление, промышленные выбросы, химизация 
сельскохозяйственного производства, радиация, высокочастотные излучения), вызывающее 
снижение качества пыльцы [Тупицын и др. 2012; Василевская, Морозова 2016; Жуйкова и др. 2019; 
Цаценко, Керимов 2023]. Качество пыльцы – это яркий тест, характеризующий эффективность 
интродукции растений в новые условия [Лапшин, Кузнецова 2009; Василевская, Морозова 2016]. 
Резкое снижение качества пыльцы у растений, традиционных для региона (сосна, липа, береза), 
может свидетельствовать о негативной экологической ситуации, высокой антропогенной нагрузке 
или изменении климата [Лапшин, Кузнецова 2009; Мирненко 2020; Цаценко, Керимов 2023]. 
Использование мутагенеза, отдаленной гибридизации, полиплоидии, биотехнологических и других 
методов селекции также оказывают существенное влияние на качество пыльцы новых сортов 
[Цицин 1981; Еремин 1985; Курсаков 1986; Маракаева, Казыдуб 2016]. Частично повысить 
фертильность и плодовитость мутантных и полиплоидных форм, межвидовых гибридов можно 
с помощью физиологически активных веществ, о чем свидетельствуют многочисленные 
исследования [Курсаков 1986; Бухарова, Бухаров 2008; Маракаева, Казыдуб 2016]. Использование 
стимулирующих факторов целесообразно для повышения эффективности семеноводства, особенно 
в неблагоприятных условиях. Особенно важно повышение оплодотворяющей способности пыльцы 
при гетерозисной селекции и гибридном семеноводстве [Бухаров, Бухарова 2011].  

Для оценки эффективности таких приемов применяются различные методы и параметры 
определения качества пыльцы [Орел 1972; Литвак 1978; Чувашина 1980; Цаценко, Димитренко 
2026]. Цель данной работы – критический анализ эффективности методов определения качества 
пыльцы и интерпретации характеризующих её параметров. 

ОБСУЖДЕНИЕ ПРОБЛЕМЫ 

Для того, чтобы охарактеризовать качество пыльцы, используют различные термины. 
Оплодотворяющую способность характеризуют показателем фертильность. Пыльцу, у которой 
оплодотворяющая способность отсутствует, называют стерильной [Рыбин 1962; Ригер, Михаэлис 
1967; Дудка 1984]. Однако использование этих двух терминов имеет свою специфику. 
Гарантированно определить оплодотворяющую способность пыльцы можно только путем 
проведения искусственного опыления с предварительной кастрацией бутонов (удалением тычинок 
с нераскрывшимися пыльниками) и их изоляцией после нанесения пыльцы на рыльце. В то же время 
образование при этом плодов и семян еще не свидетельствует о фертильности пыльцы. Опыление 
стерильной, но жизнеспособной пыльцой может привести к стимулятивной партенокарпии 
и апомиксису. О степени проявления оплодотворяющей способности пыльцы следует судить только 
по завязываемости семян в процентах от числа семяпочек. Однако и отсутствие образования 
плодов и семян не всегда свидетельствует об отсутствии у пыльцы оплодотворяющей способности. 
В некоторых случаях нормально сформированная фертильная пыльца не способна оплодотворить 
яйцеклетку и даже прорасти на рыльце пестика вследствие несовместимости [Мюнтцинг 1967].  

Термин фертильный происходит от латинского fertilis и означает плодородный, 
плодоносный, плодовитый, способный производить потомство или обладающий репродуктивной 
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способностью. Стерильность означает противоположное свойство – бесплодность, 
обеспложенность, лишенное способности к оплодотворению [Пчелкина 1987]. Р. Ригер 
и А. Михаэлис характеризуют стерильность особи как неспособность производить жизнеспособные 
и функционирующие гаметы, а стерильность пыльцы (мужскую стерильность) – как ее 
неспособность к нормальному функционированию [Ригер, Михаэлис 1967]. Соответственно, 
значение отечественного термина фертильный равноценно английскому слову fertile – способный 
производить жизнеспособное потомство [Гиляров 1989]. Аналогичную, но более краткую 
формулировку приводит А. Мюнтцинг. Фертильность – плодовитость, а стерильность – уменьшение 
или угнетение способности производить потомство половым путем [Мюнтцинг 1967]. Ш. Ауэрбах 
также определяет стерильность, как уменьшение или угнетение способности половым путем 
производить потомство [Ауэрбах 1968]. Следовательно, фертильность или стерильность пыльцы 
можно надежно определить только прямым методом по способности или неспособности 
оплодотворять яйцеклетку и давать потомство. Показатель оплодотворяющей способности, 
полученный путем прямой оценки, иногда интерпретируют как истинную фертильность [Рубанова 
2021]. Другие методы, например, проращивание и окрашивание пыльцы, следует рассматривать 
как косвенные, дающие только дополнительные (частичные) знания о функционировании пыльцы, 
но не обеспечивающие полную и надежную информацию о репродуктивной способности 
к воспроизводству [Рыбин 1962; Круглова 2020; Цаценко, Димитренко 2026]. Следовательно, речь 
может идти о «потенциальной» репродуктивной способности пыльцы [Воронова, Гаврилова 2019]. 
Однако определение оплодотворяющей способности пыльцы путем искусственного скрещивания 
– процесс трудоемкий и длительный. Тем более, что фертильность пыльцы и определяют с целью 
ее последующего использования в гибридизации, а для этого необходимы экспресс-методы [Бунин 
2003, 2004; Пухальский и др. 2007]. 

Одной из первых гипотез о возникновении бесплодия и стерильности у межвидовых 
гибридов было предположение о влиянии числа хромосом и нарушениях их расхождения 
в процессе мейоза [Синнот, Денн 1934]. В цитологических и эмбриологических исследованиях 
стерильность, как правило, связывают с нарушением деления ядра. В.А. Рыбин функциональное 
совершенство или несовершенство пыльцы связывает с течением мейоза, нарушение которого 
приводит к формированию неоднородных (по форме и размеру) пыльцевых зерен [Рыбин 1962]. 
В.П. Банникова и О.А. Хведынич, как и многие другие эмбриологи, считают, что в основе 
аномального мейоза лежит рассогласованность процесса развития, обусловленная генетическими 
причинами, в том числе при отдаленной гибридизации [Банникова, Хведынич 1982]. Общепринято, 
что повысить фертильность растений с пониженной плодовитостью можно создавая им 
благоприятные условия выращивания [Банникова, Хведынич 1982; Бухарова, Бухаров 2008; 
Бухаров, Бухарова 2011]. В.А. Поддубная-Арнольди подчеркивала, что стерильность и нарушения 
мейоза в ряде случаев могут быть не причиной, а следствием физиологических и биохимических 
процессов [Поддубная-Арнольди 1964]. 

Метод, называемый в широкой практике ацетокарминовым, по сути, является 
исследованием морфологии пыльцевых зерен или морфометрии, если сопровождается измерением 
[Абрамова, Карлинский 1968; Паушева 1980; Барыкина и др. 2004; Самигуллина, Кирина 2007]. 
Отчасти при этом мы наблюдаем и физиологический процесс, поскольку отмечаем степень 
проникновение красителя через оболочки, пыльцевых зерен. Поэтому целесообразно называть этот 
метод морфофизиологическим тестом. По морфологическим параметрам можно достаточно полно 
судить о фертильности и потенциальной оплодотворяющей способности пыльцы [Орел 1972; 
Паушева 1980; Пухальский и др. 2007; Самигуллина, Кирина 2007]. В световой микроскоп можно 
выделить нормальные (свойственные для большинства представителей данного вида или сорта) 
и аномальные (отличающиеся по размеру, форме, скульптуре, внутреннему строению, другим 
признакам) пыльцевые зерна. Отклонения аномальных пыльцевых зерен от нормального размера 
может быть следствием их полиплоидного или гаплоидного (крупные или мелкие, соответственно) 
состояния [Барыкина и др. 2004; Цаценко, Логвинов 2021]. Это может приводить к снижению 
их оплодотворяющей способности, но не означает их полной стерильности. Пыльцевые зерна, 
имеющие явные дефекты (деформированные, сморщенные, без цитоплазмы), как правило, 
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полностью стерильны. Дефектные пыльцевые зерна возникают, как правило, под влиянием 
воздействий, прежде всего, внешних экстремальных факторов, в том числе в процессе интродукции 
[Тупицын и др. 2012; Василевская, Морозова 2016. Дегенерация, деградация подразумевает 
достаточно продолжительный процесс остановки развития пыльцевых зерен, а основными 
факторами являются преимущественно внутренние наследственные причины (цитоплазматическая 
мужская стерильность, межвидовая несовместимость, полиплоидия, мутагенез) [Рыбин 1962; Орел 
1972; Чувашина 1980]. Решающим показателем стерильности пыльцы служит отсутствие 
(разрушение или деградация) ядер (вегетативного и генеративного). Поэтому, чтобы контрастно 
выявить дефектное строение пыльцевых зерен, часто применяют окрашивание цитоплазмы и 
ядерных структур [Юрцев, Пухальский 1968; Барыкина и др. 2004; Пухальский и др. 2007].  

Термины, характеризующие нормальность и аномальность пыльцевых зерен со ссылками 
на многочисленные публикации, подробно разбирает в своей работе Н.Н. Круглова. Автором 
предложена классификация, в пределах которой выделяются: клеточные, ядерные, 
цитоплазматические и структурно-архитектонические аномалии. Подробно обсуждается 
употребление терминов деформация, дегенерация, деструкция для описания нарушений 
в морфологии пыльцевых зерен, приводящих к стерильности. Отдельно рассмотрено понятие 
дефектности и граница между нормальной и дефектной пыльцой [Круглова 2020]. 

Однако терминология, применяемая в палинологических исследованиях, гораздо шире. 
Понятия типичные и атипичные пыльцевые зерна, по-видимому, можно вполне соотнести 
с терминами нормальные и аномальные. Всё многообразие форм (изменчивость) пыльцевых зерен 
в пробе рассматривают как полиморфизм [Тупицын и др. 2012] или гетерогенность [Литвак 1978]. 
В экологических исследованиях морфологическую изменчивость пыльцы (как и других клеток, 
тканей, органов) до определенного предела (10-11%) рассматривают как норму (естественный 
полиморфизм) [Тупицын и др. 2012; Василевская, Морозова 2016]. Морфологические нарушения 
строения пыльцы под влиянием экстремальных условий окружающей среды часто рассматривают 
как тераты, или уродства, что очень близко к понятию аномалия. Выделяют от 7 до 14 типов 
тератоморф пыльцевых зерен, которые различаются по форме, скульптуре, количеству апертур 
и борозд, симметричности, цвету и другим особенностям [Дзюба 2007; Тупицын и др. 2012; 
Василевская, Морозова 2016]. Заслуживают внимания термины абортивность и патология 
пыльцевых зерен [Чигуряева 1970]. Если первый почти сопоставим с термином стерильность, 
то второй несет более широкую смысловую нагрузку. Ю.С. Ченцов рассматривает патологии клетки 
как структурно-функциональные изменения (поражения) внутренних структур. Они могут 
проявляться как временные (обратимые) или стойкие (необратимые, заканчивающиеся гибелью) 
нарушения жизненных процессов [Ченцов 1984]. Эту формулировку в полной мере можно отнести 
к пыльце. Действительно, гибель пыльцевых зерен, имеющих патологические изменения, исключает 
их из оплодотворения и является основой прогрессивного процесса, предотвращающего 
возникновение аномалии развития зародыша и взрослого организма.  

Ацетокарминовый метод традиционно применяют для определения фертильности пыльцы 
[Латыпов, Таранухо 1969; Паушева 1980]. Термины стерильность, дефектность, аномальность очень 
тесно взаимосвязаны общими признаками, а для выявления отражаемых ими показателей 
эффективно применение окрашивания пыльцы, способствующее выявлению всех морфологических 
отклонений, что является причиной стерильности. Однако, З.В. Абрамова и О.А. Карлинский 
не без основания считают, что этим методом определяют жизнеспособность пыльцы, поскольку 
он базируется на способности кармина проникать в живую пыльцу и окрашивать цитоплазму 
[Абрамова, Карлинский 1968]. Этого же мнения придерживался В.И. Остапенко [Остапенко 1956, 
1972]. О.Н. Воронова и В.А. Гаврилова отмечают, что методы окрашивания скорее позволяют 
говорить о жизнеспособности пыльцевых зерен и потенциальной возможности опыления ими 
[Воронова, Гаврилова 2019]. Именно поэтому ацетокарминовый метод зачастую рекомендуют 
для определения то фертильности, то жизнеспособности [Абрамова, Карлинский 1968; Барыкина и 
др. 2004]. Так, изучая прорастание пыльцы фасоли и земляники на искусственной питательной 
среде, авторы случайно или намеренно отождествляют термины фертильность и жизнеспособность 
[Батурин, Кузнецова 2011; Тимин и др. 2013]. В процессе селекционной работы с подсолнечником 
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отмечено, что при сравнении разных методов определения фертильности (проращивание 
и окрашивание) удобнее пользоваться ацетокарминовым методом [Воронова, Гаврилова 2019]. 

Казалось бы, меньше всего должен вызывать сомнение термин жизнеспособность пыльцы, 
а также способы выявления и измерения этого свойства. Общепризнано, что жизнеспособность 
пыльцы — это способность пыльцевых зёрен прорастать в пыльцевые трубки нормальной длины. 
Измеряется процентом проросших пыльцевых зёрен от общего их числа в пробе [Голубинский 
1974; Паушева 1980; Барыкина и др. 2004; Пухальский и др. 2007]. Важным показателем является 
продолжительность сохранения жизнеспособности пыльцы. Этот очень лабильный показатель, 
который зависит как от наследственности (видовой принадлежности), так и влияния экстремальных 
факторов (в том числе во время хранения) очень важен для практической селекции [Устинова 1965; 
Лапшин, Кузнецова 2009; Зинатуллина 2016].  

Широкое применение в выявлении жизнеспособных пыльцевых зерен нашли 
многочисленные методы их проращивания на питательных средах [Голубинский 1974; Паушева 
1980; Чувашина 1980; Самигуллина, Кирина 2007]. Менее известны методы изучения прорастания 
пыльцы на рыльце [Татаринцев 1939] и роста в столбике [Татаринцев 1948], в том числе 
с применением люминесцентной микроскопии [Литвак 1978; Чувашина 1980]. Жизнеспособными 
считают пыльцевые зерна, у которых длина пыльцевой трубки не меньше диаметра пыльцевых 
зерен [Абрамова, Карлинский 1968; Латыпов, Таранухо 1969; Пухальский и др. 2007; Самигуллина, 
Кирина 2007]. Разработан оптимизированный метод оценки жизнеспособности пыльцы, который 
учитывает пыльцевые трубки длиной не короче расстояния от рыльца пестика до яйцеклетки, 
моделирующий природные условия опыления и оплодотворения и позволяющий корректировать 
показатель в сравнении с методом Д.А. Транковского [Зинатуллина 2016]. Не менее важным 
является изучение динамики прорастания пыльцы, что позволяет определить синхронность 
и дружность в дополнение к показателю жизнеспособности [Лапшин, Кузнецова 2009]. Однако 
для более точного определения жизнеспособности пыльцевых зерен разных культур требуется 
подбор питательных сред, зачастую тщательная оптимизация их состава, а также условий и времени 
экспозиции [Impe et al. 2020; Freire et al. 2022].  

Процесс оплодотворения начинается с прорастания пыльцы на рыльце и формирования 
пыльцевой трубки, которая, продвигаясь в столбике, проникает в зародышевый мешок. Пыльца, 
которая не может прорастать (нежизнеспособная), заведомо, не будет обладать и оплодотворяющей 
способностью. Как правило, эти два показателя жизнеспособность и оплодотворяющая способность 
не только корреляционно связаны, но и обусловлены общими причинами – нарушениями строения 
пыльцевых зерен  [Жуйкова и др. 2019; Мирненко 2020]. Поэтому целесообразно использовать 
комплексный (обобщенный) показатель абсолютной жизнеспособности пыльцы [Цаценко, Логвинов 
2021]. 

Показатели, по которым отличают живое (жизнеспособное) от не живого, хорошо известны. 
Это обмен веществ, рост, размножение [Дудка 1984; Гиляров 1989]. Неотъемлемым свойством 
жизнеспособной особи является способность жить, давать потомство, передавать наследственную 
информацию [Ригер, Михаэлис 1967; Либберт 1982]. Поэтому термин жизнеспособность пыльцы 
все чаще используется в качестве обобщающего термина [Dafni, Firmage 2000]. 

Для предварительной оценки жизнеспособной пыльцы иногда целесообразно использовать 
метод её идентификации по морфологическим (наличие аномалий и отклонение в размерах) 
признакам. При отсутствии повреждений ядра речь может идти о снижении, а не о потере 
жизнеспособности. Отсутствие у пыльцы дефектов и аномалий не означает, что пыльца способна 
осуществлять жизненные функции – проявлять жизнеспособность. Пыльца может стать 
нежизнеспособной вследствие влияния неблагоприятных погодных и других внешних факторов, 
неправильного или несвоевременного сбора, длительного хранения, воздействия солнечных лучей, 
сухости воздуха, радиации и многих других факторов. Н.Н. Круглова сформулировала тезис о том, 
что понятие жизнеспособности пыльцевого зерна уже понятия его фертильности [Круглова 2020]. 
Однако в некоторых случаях пыльца, хорошо прорастающая на искусственной питательной среде, 
неспособна к оплодотворению. Так, пыльца, получившая высокую дозу рентгеновского облучения, 
теряет оплодотворяющую способность, но сохраняет способность прорастать, а использование ее 
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для опыления стимулирует развитие семяпочки без оплодотворения и формирование 
апомиктичных семян [Бухарова, Бухаров 2008; Бухаров, Бухарова 2011]. 

На избирательной способности многих красителей (кармин, орсеин, фуксин, эритрозин, 
метиленовый синий, малахитовый зеленый, лакмоид) проникать в цитоплазму живых 
и нежизнеспособных клеток пыльцы, основаны различные вариации этого метода [Юрцев, 
Пухальский 1968]. Эффективным методом выявления жизнеспособных и нежизнеспособных 
пыльцевых зерен является дифференциальная окраска с помощью комплекса красителей 
[Alexander 1969, 1987] 

Для выявления живых пыльцевых зерен также активно применяются биохимические 
(гистохимические) методы окрашивания: раствор йода в йодистом калии – для выявления 
крахмала, наличие которого характерно для жизнеспособной пыльцы; гваякол или бензидин – 
для выявления пероксидазы; 2,3,5-трифенилтетразол хлорида – для выявления дегидрогеназы; 
изатин – для выявления пролина. Методы, основанные на выявлении в цитоплазме активно 
работающих ферментов, логично называть биохимическими тестами или давно устоявшимся 
термином гистохимические исследования [Руденко 1978; Банникова, Хведынич 1982; Барыкина 
и др. 2004; Пухальский и др. 2007; Самигуллина, Кирина 2007]. Значительным недостатком 
гистохимических тестов является то, что они позволяют давать только субъективную глазомерную 
оценку. Показатели качества пыльцы, полученные на основе гистохимических исследований, 
оказываются, как правило, завышенными, что является другим существенным их недостатком 
[Atlagić et al. 2012; Silva et al. 2018]. Так, использование биохимических тестов для оценки 
жизнеспособности недостаточно обосновано, поскольку после хранения и нежизнеспособная 
пыльца с неповрежденной цитоплазмой окрашивается и ошибочно оценивается как 
жизнеспособная [Marcellán, Camadro 1996; Burke et al. 2007; Heidmann et al. 2016]. 
Дифференциальное окрашивание становится эффективно, когда растения производят большое 
количество абортивной пыльцы [Alexander 1969, 1987; Atlagić et al. 2012]. Поэтому целесообразно 
в процессе исследовании и при описании результатов наблюдений четко и детально различать 
признаки, характеризующие морфологию, прорастание, окрашивание пыльцевых зерен, а более 
широкие обобщения о жизнеспособности, фертильности и оплодотворяющей способности делать 
с осторожностью [Impe et al. 2020]. 

Несколько особняком стоит люминесцентный метод исследования пыльцы. Однако по сути 
– это модернизированный, но тот же гистохимический метод, основанный на связывании 
красителей (акридиновый оранжевый, титановый желтый, примулин и мн. др.) с различными 
химическими веществами в клетке, после чего они приобретают способность люминесцировать 
под действием УФ лучей. В практике пыльцевого анализа наиболее широко известен метод 
окрашивания пыльцевых зерен и пыльцевых трубок красителями хлопковый голубой или 
анилиновый синий [Литвак 1978]. Эти красители, связываясь с каллозой, обеспечивают яркое 
свечение стенок пыльцы и пыльцевых трубок под влиянием УФ света, в том числе на рыльце 
и в тканях столбика на давленых препаратах. Наличие значительного количества каллозы считается 
физиологическим признаком активной жизнедеятельности прорастающей пыльцы [Литвак 1978; 
Руденко 1978]. 

Детальный обзор традиционных и современных методик исследования фертильности 
пыльцевых зерен, систематизация использованных для этого новых подходов, а также 
сравнительный анализ применения их для селекционных целей представлен в работах [Althiab-
Almasaud et al. 2024; Цаценко, Димитренко 2026]. Разработка метода проточной цитометрии 
позволила количественно и в автоматическом режиме оценивать размер пыльцевых зерен [Kelly et 
al. 2002; De Storme et al. 2013]. Измерить и оценить качество пыльцы (в том числе по плоидности) 
позволяет метод определения содержания ядерной ДНК в зрелых пыльцевых зернах 
по интенсивности окраски с помощью комбинации флуоресцеина (FDA) и йодида пропидия (PI) 
[Heidmann et al. 2016; Luria et al. 2019]. Метод проточной цитометрии с помощью окрашивания 
дихлордигидрофлуоресцеин диацетатом (H2 DCFDA) обеспечивает дифференциацию пыльцевых 
зерен на популяции с низким и высоким уровнем активных форм кислорода (АФК). Пыльца 
с высоким уровнем АФК способна прорастать с частотой в десятки раз больше, чем пыльца с низким 
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уровнем АФК [Luria et al. 2019; Rutley, Miller 2020]. Импедансная цитометрия потока (IFC) выступает 
в качестве полезной альтернативы вышеупомянутым методам анализа, позволяя косвенно судить 
о размерах, форме, содержимом цитоплазмы пыльцы [Heidmann et al. 2016; Heidmann, Di Berardino 
2017; Ascari et al. 2020b; Canonge et al. 2020; Impe et al. 2020]. 

При всех плюсах существенным недостатком проточной цитометрии является то, что этот 
метод не обеспечивает визуализацию, поскольку используемые приборы не обеспечивают 
получение изображения клетки. Для количественного анализа качества пыльцы используют 
автоматизированные счетчики изображения пыльцевых зерен с использованием окрашивания 
по методу [Alexander 1969; Mudd, Arathi 2012; Tello et al. 2018; Ascari et al. 2020a]. Развитие 
цифровой микроскопии позволило сделать палинологические исследования менее трудоемкими 
и более надежными, исключив ручной подсчет пыльцевых зерен после процесса окрашивания, 
чтобы визуально отличить жизнеспособную пыльцу от нежизнеспособной [Mishra, Srivastava 2015]. 
Количественная оценка пыльцы с помощью цифровой голографической микроскопии (DHM) 
позволяет выявить в режиме яркого поля легко идентифицируемые пыльцевые зерна 
жизнеспособные (окрашенные в тёмный красный цвет) и нежизнеспособные (неокрашенные, 
морщинистые или деформированные, с низким содержанием хроматина) [Kumar et al. 2023]. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ  

Таким образом, качество пыльцы характеризуют два основных её свойства. Для успешного 
осуществления процесса репродуцирования пыльца должна одновременно быть живой 
(жизнеспособной) и обладать оплодотворяющей способностью. Для этого пыльцевые зерна должны 
быть морфологически нормально развиты. Необходимо, чтобы в пыльцевых зернах и пыльцевых 
трубках активно осуществлялись биохимические и физиологические процессы. Динамика 
прорастания пыльцевых зерен и рост пыльцевых трубок должны происходить интенсивно 
и без существенных нарушений.  

Для того, чтобы определить качество пыльцевых зерен, оценивают основные показатели 
(параметры) пыльцы, перечисленные выше. Для определения (измерения) параметров пыльцы 
существует большой арсенал методов, которые основываются на основных принципах: 1) изучение 
морфологических признаков; 2) исследование физиологии проникновения красителей 
в цитоплазму пыльцевых зерен; 3) определение способности пыльцы прорастать на искусственных 
питательных средах и на рыльце пестика; 4) биохимические тесты, активность ферментов, 
люминесцентный анализ. Наибольший интерес представляет использование показателей, которые 
не только качественно, но и количественно характеризуют эти свойства, в том числе выявленные 
с помощью различных вариантов метода проточной цитометрии, цифровой и голографической 
микроскопии.   

Важно подчеркнуть, что следует точно называть наблюдаемые при пыльцевом анализе 
явления и процессы. Интерпретации и обобщения данных о жизнеспособности, фертильности 
и оплодотворяющей способности пыльцы, полученные по косвенным показателям необходимо 
делать очень корректно, с учетом возможных корреляционных связей между параметрами. 
При этом «ломать» устоявшуюся терминологию нет необходимости, но понимать ее 
несовершенство и делать каждый раз логичные пояснения к результатам пыльцевого анализа 
всегда полезно. Так, анализируя результаты определения жизнеспособности пыльцы (по методу 
Транковского), следует всегда подчеркивать, что это тест на способность пыльцевых зерен 
к прорастанию и росту пыльцевых трубок в искусственных условиях или на рыльце (в тканях) 
пестика. Следуя логике, именно так и должен называться этот показатель и метод анализа качества 
пыльцы.  Кроме того, методы, основанные на определении активности ферментов и рекомендуемые 
для определения жизнеспособности, далеко не всегда эффективно и точно характеризуют это 
свойство пыльцы. Поэтому их целесообразно называть биохимическими или гистохимическими 
тестами, что точно отражает их предназначение. Окрашивание пыльцевых зерен и пыльцевых 
трубок следует рассматривать как физиологический процесс проникновения различных красителей 
через клеточные оболочки и их накапливания в цитоплазме и органеллах. 
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Следует признать, что метод пыльцевого анализа, сочетающий исследование интенсивности 
окрашивания и морфологии пыльцы (ацетокарминовый, ацетоорсеиновый и др.), является наиболее 
информативным (хотя и косвенным), характеризующим и жизнеспособность, и оплодотворяющую 
способность пыльцевых зерен.  Важно понимать, что одни и те же методы исследования 
и показатели могут одновременно свидетельствовать о разных свойствах (жизнеспособности 
и оплодотворяющей способности) пыльцы, что проявляется в существовании тесных и прямых 
корреляционных связей между ними. Однако понятия жизнеспособности и оплодотворяющей 
способности, проявляя сходство, далеко не тождественны и могут быть даже противоположны. 
Так, пыльца с высокой оплодотворяющей способностью может совершенно не прорастать 
на рыльце пестика вследствие самонесовместимости или межвидовой несовместимости, а пыльца, 
хорошо прорастающая в искусственной питательной среде и даже на рыльце, может не обладать 
оплодотворяющей способностью (после воздействия радиации или рентгеновского излучения), 
вызывая партенокарпию и апомиксис.  
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ОПТИМИЗАЦИЯ СОСТАВА ПИТАТЕЛЬНОЙ СРЕДЫ 
ДЛЯ ИНДУКЦИИ МОРФОГЕНЕЗА В КАЛЛУСАХ 
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Аннотация 

Origanum vulgare L. (душица обыкновенная) – ценная 
эфиромасличная культура, выведение ее 
высокопродуктивных сортов является актуальной 
селекционной задачей, эффективность которой 
повышается за счет биотехнологических методов. 
Целью исследования являлось изучение влияния 
генотипа и гормонального состава питательной среды 
на эффективность индукции каллусо- и морфогенеза 
O. vulgare in vitro для разработки эффективной био-
технологической методики, позволяющей получать 
сомаклональные варианты O. vulgare для последу-
ющего скрининга и внедрения в селекционный 
процесс. При культивировании эксплантов почек 
на средах Мурасиге и Скуга (МС), дополненных НУК, 
БАП, кинетин, ТДЗ, выявлены сортовые особенности 
их развития. На этапе введения в культуру in vitro 
у сорта Ак-Кая наблюдали максимальную частоту 
индукции непрямого морфогенеза (45.0%) на среде 
с 1.0 мг/л НУК и 1.0 мг/л ТДЗ, тогда как для сорта 
Квазар оптимальной оказалась среда с 1.0 мг/л НУК, 
0.5 мг/л ТДЗ и 1.0 мг/л БАП (42.8%). При субкультиви-
ровании первичных каллусов регенерацию побегов 
с высокой частотой у сорта Ак-Кая (до 45.0%) 
наблюдали, как из морфогенных, так и из условно 
неморфогенных каллусов, а у сорта Квазар (42.8%) – 
преимущественно из первичных морфогенных каллу-
сов. В результате было получено более 50 образцов 
растений-регенерантов. Полученные результаты 
являются основой для разработки методики 
получения сомаклонов, которые могут быть 
использованы в селекционных программах. 
Ключевые слова: 

Origanum vulgare L., морфогенез in vitro, 
каллусогенез, эксплант, растения-регенеранты, 
регуляторы роста растений 
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Abstract  

Origanum vulgare L. is a valuable essential oil crop, and 
breeding for high-yielding varieties is a pressing 
selection task, the efficiency of which is enhanced by 
biotechnological methods. This study aimed to 
investigate the influence of genotype and the hormonal 
composition of nutrient media on the efficiency of callus 
and morphogenesis induction in O. vulgare in vitro, with 
the goal of developing an effective biotechnological 
protocol for obtaining somaclonal variants of oregano 
for subsequent screening and integration into breeding 
programs. When culturing bud explants on Murashige 
and Skoog (MS) media supplemented with NAA, BAP, 
kinetin, and TDZ, varietal differences in their 
development were identified. At the initial stage 
of in vitro culture, the ‘Ak-Kaya’ cultivar showed 
the highest frequency of indirect morphogenesis 
(45.0%) on a medium containing 1.0 mg/l NAA and 1.0 
mg/l TDZ, while for the ‘Kvasar’ cultivar, a medium 
with 1.0 mg/l NAA, 0.5 mg/l TDZ, and 1.0 mg/l BAP 
proved optimal (42.8%). During subculturing of primary 
calli, a high frequency of shoot regeneration in the 
‘Ak-Kaya’ cultivar (up to 45.0%) was observed from both 
morphogenic and non-morphogenic calli, whereas 
in the ‘Kvasar’ cultivar (42.8%), it was predominantly 
from primary morphogenic calli. More than 50 
regenerant plant samples were obtained. The obtained 
results form the basis for developing a methodology 
for producing somaclones, which can be instrumental 
in breeding programs.  
 
 
Keywords: 
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ВВЕДЕНИЕ 

В условиях современной геополитической конъюнктуры, развитие эфиромасличной отрасли 
Российской Федерации, как компонента агропромышленного комплекса, приобретает статус 
стратегически значимого направления государственной аграрной политики, обеспечивая экономическую 
устойчивость и ресурсный потенциал. [Вердыш и др. 2022; Хейфец, Чернова 2025]. Приоритетность 
данного направления обоснована рядом экономических, социальных и экологических факторов 
[Черкашина 2014; Черкашина, Шурухина 2020]. Эфирные масла и их производные являются 
незаменимыми компонентами в различных отраслях промышленности, включая фармацевтику, пищевую 
промышленность, косметологию, парфюмерию и медицину. Стимулирование развития отечественного 
эфиромасличного производства позволит обеспечить снижение зависимости от импортного сырья 
[Черкашина 2014; Паштецкий и др. 2019; Тимиргалеева и др. 2023]. В структуре эфиромасличного 
производства Origanum vulgare L. (душица обыкновенная) занимает значимое место, поскольку её 
эфирное масло характеризуется уникальным биохимическим составом и выраженной биологической 
активностью. Сырье и эфирное масло O. vulgare обладает антиоксидантными, антимикробными 
и противовоспалительными свойствами [Абрамчук и др. 2018; Blank et al. 2019]. Кроме того, растения 
O. vulgare представляют декоративный интерес, в связи с чем некоторые ученые изучают адаптивную 
способность сортов и образцов O. vulgare к различным условиям выращивания [Myagkikh et al. 2021; 
Мягких 2024]. Высокий спрос на продукты переработки O. vulgare, обусловлен их применением 
в нутрицевтике, фитотерапии, медицине, животноводстве, пищевой ликероводочной и других отраслях 
промышленности [Абрамчук и др. 2018; Куевда и др. 2024]. Это делает выведение высокомасличных 
сортов O. vulgare актуальной задачей селекции для развития отечественного растениеводства. В связи 
с этим ФГБУН «Научно-исследовательский институт сельского хозяйства Крыма» реализует 
селекционную программу, направленную на создание новых сортов O. vulgare, характеризующихся 
высокой продуктивностью и повышенным содержанием карвакрола в эфирном масле, что обеспечит 
конкурентоспособность российской продукции на международном рынке и удовлетворит внутренние 
потребности промышленности [Мягких и др. 2018].  

Эффективность селекционного процесса может быть существенно улучшена путем применения 
современных биотехнологических методов, которые предоставляют инструменты для расширения 
генетического разнообразия исходного селекционного материала. Одной из наиболее распространенных 
и нашедших практическое применение клеточных технологий, позволяющих расширить генетическое 
разнообразие, является использование сомаклональной вариабельности. Для многих видов растений 
было показано, что в процессе культивирования изолированных клеток у них возникают наследуемые 
сомаклональные изменения, которые могут проявляться у растений-регенерантов [Егорова 2021; 
Калашникова, Киракосян 2023]. С использованием метода сомаклональной вариабельности был получен 
разнообразный исходный материал и многие сорта основных сельскохозяйственных и декоративных 
растений [Sarmah 2017; Гуляева и др. 2020; Rai 2021]. В литературе есть сведения о выявлении 
сомаклональных вариантов в эмбриогенной культуре хвойных растений [Гуляева и др. 2020]. Морфогенез 
в каллусных культурах является фундаментальным процессом в ряде биотехнологических подходов, 
используемых для регенерации растений в современном растениеводстве и селекции. Индукция 
и последующее развитие морфогенных структур в каллусе зависит от ряда факторов, таких как 
генотипические особенности исходного материала, состав питательной среды, условия культивирования 
и др. [Егорова 2021; Круглова 2024]. Так, для эксплантов растений риса подобраны оптимальные 
концентрации регуляторов роста, стимулирующих образование морфогенных и эмбриогенных каллусов 
in vitro, и показана зависимость непрямого органо- и эмбриогенеза от генотипа [Савенко и др. 2017, 2025]. 
При культивировании каллусов голубой ели выявлены оптимальные концентрации тидиазурона (ТДЗ), 
позволяющие получить органогенные структуры с нормальной морфологией [Железниченко и др. 2019]. 
Для сортов картофеля сибирской селекции, которые могут быть использованы в качестве модели в генной 
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инженерии, показана возможность индукции морфогенеза in vitro в каллусе стеблевых эксплантов 
[Ибрагимова и др. 2018]. 

Исследования с применением некоторых клеточных технологий проводят для ряда 
эфиромасличных и лекарственных растений [Колесникова, Васильченко 2018; Егорова, Якимова 2019; 
Егорова 2021]. Так, выделены сомаклоны лаванды сорта Степная, превосходящие исходный сорт по сбору 
растительного сырья более чем на 50% [Бабанина и др. 2025]. Получен сорт шалфея мускатного Селинж 
путем непрямого морфогенеза из каллуса с элементами клеточной селекции, который превзошел сорт 
контроль по сбору эфирного масла на 43.9% [Ставцева, Егорова 2021]. Отобраны сомаклоны стевии (С10, 
С14 и С26), которые демонстрировали более высокие показатели биометрических признаков (высота 
растения, количество побегов) в сравнении с контролем, что приводило к увеличению продуктивности 
зеленой массы с одного растения [Колесникова, Васильченко 2018]. 

Тем не менее, для O. vulgare научные исследования, касающиеся биотехнологических аспектов 
фрагментарны, и нуждаются в дальнейшем систематическом изучении. В доступной научной литературе 
зафиксированы лишь единичные сообщения. В большинстве своем они относятся к изучению вопросов 
клонального микроразмножения [Camacho et al. 2018; Fokina et al. 2020; Sarropoulou et al. 2022]. Греческие 
исследователи разработали технологию in vitro, позволяющую успешно размножать популяцию душицы 
критской, находящуюся под угрозой исчезновения, путем проращивания семян in vitro [Sarropoulou et al. 
2022]. Изучены механизмы влияния типов регуляторов роста и их концентрации на процесс укоренения 
in vitro и адаптации ex vitro растений O. vulgare [Fokina et al. 2020; Benkaddour et al. 2022]. 

В настоящее время литературные данные, описывающие успешную индукцию каллусогенеза 
и последующую регенерацию побегов в каллусах O. vulgare, остаются крайне ограниченными. 
Существенным пробелом в современных исследованиях является недостаточная изученность факторов, 
определяющих эффективность индукции морфогенеза in vitro из эксплантов растений рода Origanum. 
Так, казахские исследователи в качестве эксплантов использовали молодые проростки из семян in vitro, 
при этом максимальную частоту индукции каллусогенеза отмечали на среде МС, дополненной 1.0 мг/л 
2.4-дихлорфеноксиуксусной кислотой (2.4-Д) и 0.2 мг/л 6-бензиламинопурином (БАП) [Досымбетова и др. 
2021]. В другой работе лучший каллусогенный ответ наблюдали из эксплантов гипокотилей и семядолей 
на среде с 2.4-Д и кинетином [Hussein et al. 2014], а из листовых эксплантов – на питательной среде 
с 2.4-Д и бензиладенином (БА) [Al-Jibouri et al. 2012], или тидиазуроном (ТДЗ) [Arafeh et al. 2006]. 
Большинство исследований анализ индукции каллусогенеза проводили с целью выделения продуктов 
вторичного синтеза [Arafeh et al. 2006; Al-Jibouri et al. 2012]. Лишь в работе Leelavathi и Kuppan в каллусе, 
выращенного на питательной среде МС, дополненной 2.0 мг/л 2.4-Д и 1.0 мг/л БАП, наблюдали развитие 
морфогенных структур с последующим развитием побегов способных к размножению [Leelavathi, Kuppan 
2013]. В предыдущих исследованиях нами была изучена зависимость индукции каллусогенеза O. vulgare L. 
in vitro от типа экспланта и состава питательной среды. Тем не менее, в рамках выполненных 
экспериментов не было зафиксировано развития морфогенных структур в каллусах [Якимова, Егорова 
2014]. 

В свете вышеизложенного, целью настоящего исследования является изучение влияния генотипа 
и гормонального состава питательной среды на эффективность индукции каллусо- 
и морфогенеза O. vulgare in vitro для разработки эффективной биотехнологической методики, 
позволяющей получать сомаклональные варианты O. vulgare для последующего скрининга и внедрения 
в селекционный процесс.  

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

Материал для исследования: Исследования проводили на базе лаборатории биотехнологии 
селекционно-семеноводческого центра эфиромасличных культур ФГБУН «НИИСХ Крыма» в 2024-2025 
гг. В качестве эксплантов использовали иссеченные пазушные почки размером 1.0-1.3 мм сортов 
O. vulgare Ак-Кая и Квазар, выращенных в условиях закрытого грунта.  
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Стерилизация растительного материала: Стерилизацию растительного материала 
проводили в два этапа. На первом этапе биоматериал выдерживали в мыльном растворе в течение 
40 мин, затем промывали под проточной водой 10 мин. На втором этапе в стерильных условиях 
материал обрабатывали 70%-м этиловым спиртом в течение 1 мин и 5%-м раствором гипохлорита 
натрия в течение 5 мин, затем трижды промывали стерильной дистиллированной водой (экспозиция 
по 10 мин) для полного удаления остатков дезинфицирующих агентов. Пазушные почки вычленяли 
под стереоскопическим микроскопом МСП-1 (Россия) в асептических условиях ламинарного бокса 
БАВ нп-01-«Ламинар-С»-1.2 (Россия).  

Модификации питательной среды и условия культивирования эксплантов: Экспланты 
культивировали на питательной среде Мурасиге и Скуга (МС) [Murashige, Skoog 1962], дополненной 
20 г/л сахарозы, 8 г/л агар-агара, а также модифицированной регуляторами роста растений 
ауксинового и цитокининового типа действия в различных сочетаниях и концентрациях, такими как 
α-нафтилуксусная кислота (НУК), 6-бензиламинопурин (БАП), кинетин и тидиазурон (ТДЗ) (табл. 1). 
pH питательной среды корректировали до 5.7–5.8 ед. перед стерилизацией в автоклаве ГК-100-3 
(ТУ 64-1-3667-82), режим стерилизации – давление 0.7–0.8 атм, экспозиция 20 мин. 
Культивирование эксплантов проводили в культуральной комнате при температуре воздуха 24±2°С, 
влажности 70%, освещенности 2000–3000 люкс и 16-часовом фотопериоде, согласно 
общепринятым в культуре клеток, тканей и органов in vitro методам [Калашникова, Киракосян 2023].  

 
Таблица 1. Модификации питательной среды МС, 
использованные в экспериментах 

Table 1. MS media compositions tested in the 
experiments 

Анализируемые показатели: В рамках эксперимента на 35–40 сутки культивирования проводили 
анализ исследуемых параметров после этапа введения в культуру in vitro и после 1-го 
субкультивирования. Проводили оценку следующих параметров развития эксплантов: частоту 
образования каллуса (%-е соотношение эксплантов с каллусом от общего числа эксплантов); прирост 
каллуса (оценивали в баллах, при этом один балл соответствовал массе каллуса 150–300 мг, два балла – 
300–400 мг, три балла – более 400 мг); частоту непрямого морфогенеза (%-е соотношение морфогенных 
каллусов от общего числа эксплантов с каллусами); среднее количество почек и побегов из одного 
каллуса. 

Статистическая обработка данных: В каждом варианте опыта анализировали не менее 
20 эксплантов в 3-кратной повторности. Количественные данные, полученные в результате 
экспериментов, были подвергнуты статистическому анализу с применением программного обеспечения 
Microsoft Excel 2016 и Statistica 10 (StatSoft, USA). В таблицах и на рисунках показаны средние значения 
и их стандартные ошибки. Нормальность распределения данных оценивали с использованием критерия 
Колмогорова-Смирнова. Так как все данные характеризовались нормальным распределением (р≥0.5), 
для оценки достоверности различий между вариантами применяли доверительный интервал (х±t05×SE) 
и использовали дисперсионный анализ с последующим множественным сравнением по критерию Тьюки. 

№ питательной среды Гормональные добавки в составе 
питательной среды, мг/л 

МС 57 НУК – 1.0; ТДЗ – 2.0 
МС 58 НУК – 1.0; БАП – 2.0 
МС 61 НУК – 1.0; БАП – 1.0 
МС 62 НУК – 1.0; кинетин – 2.0 
МС 63 НУК – 1.0; ТДЗ – 1.0 
МС 66 НУК – 1.0; кинетин – 1.0 
МС 67 НУК – 1.0; ТДЗ – 0.5; БАП – 1.0 
МС 69 НУК – 1.0; ТДЗ – 1.0; БАП – 0.5 
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЯ 

В предыдущих исследованиях нами были разработаны протоколы индукции и длительного 
пассирования каллуса из разных типов эксплантов (лист, стебель, черешок) О. vulgare. При этом 
максимальная частота (до 85.0%) и прирост массы каллуса (1.5 балла) были на среде с добавлением 
1.0 мг/л 2.4-Д и 0.5 мг/л БАП из эксплантов черешка [Якимова, Егорова 2014]. Следует отметить, 
что в каллусных тканях, полученных из этих эксплантов, мы не наблюдали индукцию морфогенеза, 
в связи с чем мы попробовали использовать в качестве эксплантов иссечённые пазушные почки размером 
1.0–1.3 мм. 

На этапе введения эксплантов in vitro формирование первичной каллусной ткани отмечали 
на 14–16-е сутки культивирования. В последующий период, с 15-х по 20-е сутки, наблюдали 
дифференциацию каллуса с образованием почек и побегов, что свидетельствует об индукции 
органогенеза. В отдельных экспериментальных вариантах отмечали индукцию ризогенеза, частота 
которого не превышала 10%. К 30-м суткам культивирования были зафиксированы различия 
в морфогенетическом потенциале: частота каллусогенеза варьировала от 25.0 до 100%, 
а интенсивность прироста каллуса составляла от 0.3 до 1.1 балла, в зависимости от варианта опыта 
(табл. 2). 
Таблица 2 – Влияние состава питательной среды и 
сорта на индукцию каллусо- и морфогенеза при 
введении в культуру in vitro эксплантов почек 
O. vulgare  

Table 2. Effect of the culture medium composition and 
the cultivar on the induction of callus and 
morphogenesis when introducing O. vulgare bud 
explants into in vitro culture 

№ 
питатель-

ной 
среды 

Сорт Частота 
индукции 
каллусо-
генеза, % 

Прирост 
каллуса, балл 

Частота индукции 
морфогенеза, % 

Количество почек и 
побегов, шт./каллус 

МС 57 
Ак-Кая 100 1.1±0.2c 40.0±1.1 5.3±0.4a 
Квазар 33.3±1.1 0.3±0.1ab 0 - 

МС 58 
Ак-Кая 100 0.8±0.1abc 10.5±0.7 1.2±0.2a 
Квазар 40.0±1.2 0.3±0.1a 0 - 

МС 61 
Ак-Кая 100 0.8±0.1 abc 23.5±0.4 2.6±0.3a 
Квазар 25.0±0.9 0.4±0.1ab 0 - 

МС 62 
Ак-Кая 100 0.7±0.1 abc 0 - 
Квазар 40.0±1.2 0.6±0.1ab 0 - 

МС 63 
Ак-Кая 100 0.8±0.1 abc 45.0±1.4 9.0±1.8ab 
Квазар 19.0±2.1 0.5±0.1abc 0 - 

МС 66 
Ак-Кая 80.0±9.1 0.8±0.1 abc 0 - 
Квазар 27.2±0.9 0.4±0.1ab 0 - 

МС 67 
Ак-Кая 94.7±5.2 0.9±0.1bc 33.3±1.4 14.0±0.8b 
Квазар 36.8±1.3 0.5±0.1ab 42.8±2.1 5.3±0.4ab 

 
Анализ результатов эксперимента, представленных в таблице, свидетельствует о выраженном 

влиянии как генотипа, так и гормонального состава питательной среды на морфогенетический потенциал 
O. vulgare. При использовании в составе среды 1.0 мг/л НУК в сочетании с БАП или кинетином, индукция 
морфогенеза в каллусах отсутствовала, либо была минимальной (не превышала 10%). У сорта Ак-Кая 
индукция каллусогенеза, в зависимости от модификации питательной среды, варьировала в пределах 80–
100% на всех исследованных вариантах среды, а у сорта Квазар величина данного показателя была 
значительно ниже (19–40%), что подтверждает существенные межсортовые различия. Для сорта Ак-Кая 
высокую эффективность индукции морфогенеза в каллусе отмечали на средах МС 57 и МС 63, 
дополненных 1.0 мг/л НУК и 1.0 или 2.0 мг/л ТДЗ соответственно, а для сорта Квазар – исключительно 
на среде МС 67, дополненной НУК в сочетании с ТДЗ и БАП. Максимальные значения прироста каллуса 
(1.1 балла на среде МС 57) также были зафиксированы у сорта Ак-Кая. Однако самое большое количество 
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почек и побегов (14.0 шт./каллус) для этого сорта наблюдали на среде МС 67. Следует отметить, 
что у эксплантов сорта Ак-Кая развивалось в 1.7–2.6 раза больше почек, чем у эксплантов сорта Квазар. 
Полученные данные согласуются с общепринятой в мировой практике концепцией генотипической 
детерминированности морфогенетического ответа, согласно которой способность тканей 
к дедифференцировке и последующей регенерации во многом определяется генотипом донорного 
растения [цит. по: Егорова 2021]. В работе Leelavathi и Kuppan на этапе введения в культуру максимальная 
частота индукции каллусогенеза из эксплантов O. vulgare (90%) была на среде МС с 1.0 мг/л БАП и 2.0 мг/л 
2.4-Д, но все каллусы были неморфогенными. Индукцию непрямого морфогенеза авторы отмечали только 
после субкультивирования первичных каллусов на питательной среде того же состава [Leelavathi, Kuppan 
2013]. В других исследованиях максимальный куллусогенный ответ из эксплантов сегментов листьев 
получен на питательной среде, дополненной 1.0 мг/л 2.4-Д и 0.2 мг/л БАП [Досымбетова и др. 2021], 
из эксплантов гипокотилей и семядолей – на среде с 2.0 мг/л 2.4-Д и 0.5 мг/л кинетина или 4.0 мг/л 2.4-Д 
и 0.4 мг/л БАП [Hussein et al. 2014]. Однако в обоих случаях в сформированном каллусе исследователи не 
наблюдали морфогенных образований.  

Рисунок 1. Морфогенные каллусы O. vulgare (сорт 
Ак-Кая) 

Figure 1. Morphogenic calli of O. vulgare (cultivar 
Ak-Kaya) 

      
 Примечание: «П» – почки и побеги; «К» – корни 
 

Визуальная оценка показала, что на этапе введения в культуру in vitro из эксплантов 
развивались каллусы с явно выраженными морфогенными структурами – зачатками листьев, 
почек (морфогенный каллус) и без них (условно неморфогенный каллус). В связи с чем оценку 
развития эксплантов из разных типов каллуса при последующем пассировании проводили 
отдельно. 

При субкультивировании первичного каллуса жизнеспособность первичного каллуса 
у изучаемых сортов варьировала в пределах 50–80%. Сорт Квазар на ряде сред (МС 58, МС 63, 
МС 66, МС 69) показал более высокую частоту (62.5–80.0%), чем сорт Ак-Кая (55.0–72.7%), 
однако эти различия не всегда были статистически достоверными. Наиболее высокую частоту 
и интенсивность прироста каллуса для обоих сортов наблюдали на средах  МС 57 и МС 63 
(до 72.0% и 1.1 балла для Ак-Кая и до 80.0% и 0.5 балла для Квазара соответственно), 
что свидетельствует об адаптации каллусных клеток к условиям in vitro и их способности 
к быстрому росту (табл. 3). Сходные результаты по поддержанию каллусогенеза у популяции 
Origanum majorana были на среде с 0.2 мг/л ИУК и 1.5 мг/л БАП, что указывало на общую 
способность каллусных культур к росту при наличии стимуляторов [Sandhya et al. 2025]. В другой 
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работе, наоборот, отмечали достоверно значимое снижение частоты индукции каллусогенеза 
при пассировании. Однако каждое последующее субкультивирование приводило к снижению 
показателей интенсивности прироста каллуса [Hussein et al. 2014]. Максимальная частота 
индукции непрямого морфогенеза у сортов Ак-Кая и Квазар при пассировании также были на 
среде МС 63 (72.2 и 40.0%, соответственно). При этом в каллусах развивалось до 12.6 почек и 
побегов. 

 
Таблица 3 – Влияние состава питательной среды и 
сорта на протекание каллусо- и морфогенеза при 
субкультивировании каллусных эксплантов O. vulgare 
(I пассаж)  

Table 3. The influence of culture medium composition 
and the cultivar on the progression of callus and 
morphogenesis during subculturing of callus explantss 
O. vulgare (1st passage) 

№ питатель-
ной среды 

Сорт Жизнеспособность 
первичного 
каллуса, % 

Прирост 
каллуса, 

балл 

Частота индукции 
морфогенеза, % 

Количество 
почек и побегов, 

шт./каллус 

МС 57 
Ак-Кая 65.4±1.8 2.3±0.2a 64.7±7.3 10.0±0.7a 
Квазар 71.4±8.2 1.7±0.2ab 40.0±0.2 4.5±0.5b 

МС 58 
Ак-Кая 55.0±4.1 1.7±0.1ab 18.2±1.2 5.5±0.5b 
Квазар 50.0±2.3 1.4±0.2b 0 - 

МС 63 
Ак-Кая 72.0±8.1 1.9±0.2ab 72.2±6.8 11.5±0.5ab 
Квазар 80.0±2.4 1.5±0.2b 40.0±4.5 9.0±0.8ab 

МС 67 
Ак-Кая 57.1±4.8 1.6±0.2ab 41.7±1.4 12.6±0.4a 
Квазар 66.7±2.1 2.4±0.3a 20.0±2.0 8.5±0.5ab 

МС 69 
Ак-Кая 72.7±9.7 2.1±0.2a 5.0±2.9 9.9±0.9a 
Квазар 62.5±1.8 1.9±0.2ab 20.0±2.4 6.0±0.5b 

 
Следует отметить, что в первом пассаже регенерацию побегов с высокой частотой у сорта 

Ак-Кая наблюдали, как из субкультивируемых первичных морфогенных, так и из первичных условно 
неморфогенных каллусов, а у сорта Квазар – преимущественно из первичных морфогенных каллусов 
(рис. 2). Это может указывать на то, что у сорта Ак-Кая в визуально определяемых условно 
неморфогенных первичных каллусах уже происходила закладка морфогенных структур 
и, по-видимому, начинали формироваться почки, однако для их развития и образования побегов 
необходимо дальнейшее культивирование каллусной ткани. 

 
Рисунок 2. Влияние состава питательной среды на 
развитие почек и побегов из условно неморфогенного 
(А) и морфогенного каллуса (Б) O. vulgare (1 пассаж) 

Figure 2. Effect of nutrient medium composition on the 
development of buds and shoots from conditionally non-
morphogenic (A) and morphogenic callus (B) of O. vulgare 
(1st passage) 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Проведенные исследования позволили выявить закономерности морфогенетического 
потенциала сортов Origanum vulgare L. в зависимости от гормонального состава питательной среды 
на этапах введения эксплантов в культуру in vitro и субкультивирования каллусных эксплантов. 
Показано, что экспланты сорта Ак-Кая обладают более высоким морфогенетическим потенциалом 
по сравнению с сортом Квазар. У сорта Ак-Кая морфогенез был успешно индуцирован в условиях пяти 
модификаций питательной среды, тогда как у сорта Квазар индукция морфогенеза наблюдалась лишь 
в одной модификации, что свидетельствует об ограниченности условий для проявления данного процесса 
у этого генотипа. Установлено, что максимальную частоту морфогенеза в каллусах для эксплантов сорта 
Ак-Кая на этапе введения в культуру in vitro отмечали на средах с 1.0 мг/л НУК и 1.0 или 2.0 мг/л ТДЗ 
(45.0 и 40.0%, соответственно), а для сорта Квазар (42.8%) – на среде с 1.0 мг/л НУК, 0.5 мг/л ТДЗ 
и 1.0 мг/л БАП.  

При субкультивировании первичных каллусов регенерацию побегов в 1-м пассаже с высокой 
частотой у сорта Ак-Кая (до 72.2%) наблюдали, как из морфогенных, так и из условно неморфогенных 
каллусов, а у сорта Квазар (40.0%) – преимущественно из первичных морфогенных каллусов. 
Это демонстрирует способность сорта Ак-Кая сохранять морфогенетический потенциал 
при субкультивировании эксплантов из разных типов каллуса.  

В результате работы были получены образцы растений-регенерантов, которые на сегодняшний 
день размножены с использованием разработанной нами методики клонального микроразмножения. 
В дальнейшем с полученными образцами планируется проведение молекулярно-генетических 
исследований с целью генетической идентификации сомаклональных вариаций у регенерантов 
в сравнении с исходными сортами, и их анализ в открытом грунте по комплексу хозяйственно 
полезных признаков. 

Полученные результаты являются основой для разработки методики получения сомаклонов, 
которые могут служить исходным материалом для селекции. 
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Аннотация 
Исследование направлено на установление 

периодов исчерпывающего биоразложения 
полихлорбифенилов и их гидроксипроизводных под 
действием аэробного штамма Rhodococcus opacus 
KT112-7. В качестве модельных соединений 
использованы 2,4,5-трихлорбифенил, 2,4,5,2',5'-
пентахлорбифенил и синтезированные из них смеси 
гидроксипроизводных. Установлено, что с 
увеличением числа атомов хлора в исходных 
полихлорбифенилах время биодеградации 
хлораренов увеличивается: с 3 сут для 2,4,5-
трихлорбифенила до 14 сут для 2,4,5,2',5'-
пентахлорбифенила. Для гидроксипроизводных 
установлен одинаковый период биоокисления – 10 
сут, но скорость убыли исходных соединений на 1, 3 
и 7 сут была выше в случае более хлорированных 
субстратов на основе 2,4,5,2',5'-пентахлорбифенила. 
Представлены возможные причины различного 
поведения биоразлагаемых соединений с позиций их 
химического строения и конкурирующего действия 
ферментов класса оксигеназ штамма Rhodococcus 
opacus KT112-7. 
Ключевые слова: 

Rhodococcus, деструкция, полихлорбифенилы, 
гидроксипроизводные, химическая модификация 
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Abstract  
The study aimed to establish the periods of exhaustive 

polychlorobiphenyl and hydroxy derivative 
biodegradation under influence of the aerobic strain 
Rhodococcus opacus KT112-7. 2,4,5-Trichlorobiphenyl, 
2,4,5,2',5'-pentachlorobiphenyl, and mixtures of 
hydroxy derivatives, synthesized from them, were used 
as model compounds. The biodegradation time of 
chloroarenes increases with an increase in the number 
of chlorine atoms in the original polychlorobiphenyls: 
from 3 days for 2,4,5-trichlorobiphenyl to 14 days for 
2,4,5,2',5'-pentachlorobiphenyl. The same biooxidation 
period of 10 days was established for the hydroxy 
derivatives, but the rate of loss of the parent compounds 
on days 1, 3, and 7 was higher for the more chlorinated 
substrates based on 2,4,5,2',5'-pentachlorobiphenyl. 
Possible reasons for the different behavior of the 
biodegradable compounds are presented in terms of 
their chemical structure and the competing action of the 
oxygenase enzymes of the Rhodococcus opacus KT112-7 
strain. 
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ВВЕДЕНИЕ 

Масштабное поступление в окружающую среду полихлорбифенилов (ПХБ), относящихся 
к стойким органическим загрязнителям (СОЗ) и ранее широко использовавшихся в качестве 
диэлектриков, связано как с производственной деятельностью человека (испарение 
из трансформаторов, конденсаторов, сжигание промышленных и бытовых отходов), так и 
с халатными действиями отдельных лиц и предприятий (возгорание промышленного оборудования, 
вывоз на свалки, утечки с другими отходами) [Zanaveskin, Aver’yanov 1998]. По данным за период 
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1930−1970 г.г. эксплуатации ПХБ, произведенных в количестве более 1 млн т, 354 000 т этих 
ксенобиотиков попало в окружающую среду и распределилось в ней следующим образом: 27 000 т 
оказались в воздухе, 54 000 т − в воде и 270 000 т − на свалках [Lin et al. 1995]. 

Известно, что большинство органических ксенобиотиков в таких условиях окружающей 
среды как повышенная температура, обильные осадки и высокая турбулентность воздушных масс 
претерпевают структурную деградацию до менее опасных или неопасных соединений [de Boer et al. 
2023]. Однако для ПХБ это устоявшееся мнение не применимо из-за физико-химических свойств 
этих хлораренов: высокой гидрофобности [Dunnivant, Elzerman 1988; Huang, Hong 2002; van Noort 
2004; Rabodonirina et al. 2015], длительных периодов полураспада, измеряющихся десятками лет 
[Sinkkonen, Paasivirta 2000; Reddy et al. 2019; Mastin et al. 2022], термической, химической и 
фотолитической инертностью [Zanaveskin et al. 1996; Zanaveskin, Aver’yanov 1998; Gorbunova et al. 
2010, 2023; Langford et al. 2011; Huang et al. 2013]. Совокупность данных свойств обусловливает 
устойчивость ПХБ к воздействию абиотических факторов и, как следствие, их длительному 
пребыванию в окружающей среде в неизмененном виде.  

Наиболее эффективным природным инструментом очистки объектов окружающей среды 
являются бактериальные штаммы, сформировавшиеся в биотах и способные осуществлять 
обезвреживание (уничтожение) ПХБ-загрязнителей [Chun et al. 2013; Gomes et al. 2013; Samadi et al. 
2021; Hassan et al. 2023; Zhou et al. 2023]. На степень очистки зачастую могут влиять первичные 
метаболиты, образующиеся на начальных этапах разложения. Одними из первичных метаболитов 
ПХБ являются их гидроксипроизводные (НО-ПХБ), формирующиеся под действием фермента 
бифенил-2,3-диоксигеназы (BphA) аэробных бактерий [Xing et al. 2020; Khalid et al. 2021; Hassan 
et al. 2023; Kumari, Das 2023]. 

Исходные ПХБ являются опасными для растений, животных и человека и могут вызывать ряд 
тяжелых заболеваний (канцерогенез, гепатоз, мутагенез и др.), а их токсичность с увеличением 
числа атомов хлора увеличивается [Zanaveskin, Aver’yanov 1998]. Для НО-ПХБ строгая зависимость 
токсичности от строения соединения к настоящему времени не установлена, но известно, что ряд 
гидроксилированных производных является более токсичным, чем их хлорированные 
предшественники [Ptak et al. 2005; Sadeghi-Aliabadi et al. 2007; Ludewig et al. 2008; Kamata et al. 
2009; Takeuchi et al. 2011; Tehrani et al. 2012; Chenchen et al. 2023]. Токсичность НО-ПХБ может 
негативно сказываться на деградативном потенциале бактериальных штаммов, полностью блокируя 
инициацию процесса биораспада НО-ПХБ или рост клеток, вплоть до их гибели, несмотря 
на дополнительно введенный ростовой косубстрат [Tehrani et al. 2012]. 

Выявление зависимости между строением НО-ПХБ, спонтанно образующихся в природе 
[Sun et al. 2016, 2018], и биодеградативным потенциалом аэробных бактерий, перспективных для 

создания биоремедиационных препаратов [Назаров и др. 2023], является актуальной задачей. 
Цель настоящего исследования - установить влияния особенностей строения конгенеров ПХБ 
и синтезированных из них НО-ПХБ на степень биораспада под действием аэробного штамма 
Rhodococcus opacus KT112-7. 

В РФ традиционно использовавшимися ранее были технические смеси ПХБ марок 
Трихлорбифенил и Совол. Именно эти смеси ПХБ сегодня находятся на территории РФ в качестве 
загрязнителей. Для первой смеси ПХБ характерно преобладание в ней трихлорбифенилов (47.7%), 
а для второй – пентахлорбифенилов (51.5%) [Горбунова и др. 2018]. В связи с этими особенностями 
объектами исследования в настоящей работе являются 2,4,5-трихлорбифенил (ПХБ 29), 2,4,5,2',5'-
пентахлорбифенил (ПХБ 101), а также их гидроксипроизводные НО-ПХБ 29 и НО-ПХБ 101 
соответственно. Номера индивидуальным конгенерам ПХБ присвоены в соответствии 
с действующей номенклатурой [Mills III et al. 2007]. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

Бактериальный штамм. Штамм Rhodococcus opacus KT112-7 (ВКМ Ас-2623D) выделен 
из почв, длительное время загрязненных соединениями группы СОЗ, и обладает высоким 
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биодеградативным потенциалом по отношению к ароматическим соединениям [Egorova et al. 2020, 
2025]. 

ПХБ и НО-ПХБ. ПХБ 29, ПХБ 101 синтезированы по реакции Гомберга-Бахмана-Хея [Mullins 
et al. 1984], а НО-ПХБ 29, НО-ПХБ 101 – по известной методике в условиях реакции нуклеофильного 
замещения (SNAr) взаимодействием ПХБ 29, ПХБ 101 с КОН в среде 2-аминоэтанола [Горбунова 
и др. 2019]. Продукты НО-ПХБ 29 и НО-ПХБ 101 представляют собой вязкие многокомпонентные 
смеси, состав которых представлен в таблице 1. 

 
Таблица 1. Состав смесей НО-ПХБ 29 и НО-ПХБ 
101 по результатам ГХ-МС и ГХ-ПИД 

Table 1. Composition of mixtures of HO-PCB 29 
and HO-PCB 101 according to the results of 
GC-MS and GC-FID 

Исходный конгенер 
ПХБ 

Формулы и состав смесей НО-ПХБ 29 и НО-ПХБ 101, % 
(количество изомеров) 

моногидроксипроизводные дигидроксипроизводные 
ПХБ 29 

 
 

100 (3) 
 

 
 
− 

ПХБ 101 

 

 
94.8 (3)  

5.2 (3) 

 
Схема эксперимента по деструкции ПХБ/HO-ПХБ. Культуру штамма R. opacus КТ112-7, 

предварительно выращенную в среде К1 (K2HPO4×3H2O – 3.2 г/л, NaH2PO4×2H2O – 0.4 г/л, (NH4)2SO4 
– 0.5 г/л, MgSO4×7H2O – 0.15 г/л, Ca(NO3)2 – 0.01 г/л) с внесением бифенила в качестве источника 
углерода, осаждали методом центрифугирования с последующим разведением осадка средой К1 
до плотности культуры 1.5 о.е. при 600 нм (BioSpec mini, Shimadzu, Япония) и помещали 1.5 мл 
суспензии в стеклянные флаконы с тефлоновыми крышками объемом 5 мл (Sigma-Aldrich, 
Германия). Субстрат (ПХБ 29, ПХБ 101, НО-ПХБ 29, НО-ПХБ101) вносили в ацетоновом растворе 
до конечной концентрации 50 мг/л. Количество флаконов для каждого субстрата рассчитывали 
исходя из пропорции 5 флаконов на каждую точку пробоотбора. Флаконы с культурой 
культивировали на при +25°С, 120 об/мин (Environmental Shaker-Incubator ES 20/60, BioSan, 
Латвия), 14 сут. Образцы для анализа отбирали на 0, 1, 3, 7, 10 и 14 сут. 

Анализ количества субстрата. Для определения количества субстрата проводили экстракцию 
из всего объема флакона, для чего во флакон вносили смесь конц H2SO4 : 12.5%-ный додецил 
сульфат натрия : гексан (1:10:25). Экстракцию производили в режиме встряхивания (200 об/мин) 
при 30°С, 120 мин. Содержимое флаконов переносили в центрифужные пробирки 
и центрифугировали (Mini Spin, Eppendorf, Германия) 3 мин при 11000 об/мин для лучшего 
разделения фаз. Для анализа отбирали гексановую фазу и обезвоживали ее внесением безводного 
сульфата натрия. Анализ производили на газовом хроматографе GC6890N (Agilent Technology, США) 
с кварцевой капиллярной колонкой HP-5MS (длина 30 м, диаметр 0,25 мм) и с масс-селективным 
детектором MSD5973N (Agilent Technology, США). Режим программирования температуры 
при проведении анализа согласно [Hernandez et al. 1997]. Идентификацию соединений 
осуществляли на основе значений масс-спектров согласно базе данных NIST. Количественную 
оценку проводили с использованием метода внутренней нормализации. Количество исходных 
соединений оценивали на основании площадей пиков, полученных при хроматографировании. 
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Анализ продуктов деструкции. Для выявления основных продуктов биодеструкции 
исходных соединений содержимое флакона переносили в центрифужную пробирку 
и центрифугировали при 15000 об/мин 5 мин (Mini Spin, Eppendorf, Германия). Для дальнейшего 
анализа отбирали надосадочную жидкость. Образование продукта мета-расщепления 
ароматического кольца фиксировали методом спектрофотометрии при сканировании образца 
в диапазоне волн от 390 нм до 440 нм (BioSpec mini, Shimadzu, Япония). Анализ хлор/гидрокси-
бензойных кислот проводили методом высокоэффективной жидкостной хроматографии 
(хроматограф LC-20AD Prominans. Shimadzu, Япония) в системе ацетонитрил – 0.1%-ная Н3РО4 
(70:30). Идентификацию осуществляли на основании сравнения со стандартными соединениями. 
Наличие ионов хлора в культуральной жидкости определяли методом качественной реакции ионов 
хлора с азотнокислым серебром и измерением оптической плотности полученной суспензии 
при длине волны 450 нм (BioSpec mini, Shimadzu, Япония). Количество оценивали на основании 
калибровочного графика [Резников и др. 1970]. 

Анализ путей деструкции. Наиболее вероятные пути окисления ПХБ и НО-ПХБ предложены 
на основании экспериментальных данных и анализа генома штамма R. opacus КТ112-7 
с использованием международных баз KEGG (http://www.genome.jp) и GenBank 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov).  

Статистический анализ проводили с использованием программного пакета MS Excel 
с дополнительными надстройками «Анализ данных» и «Kutools». 

РЕЗУЛЬТАТЫ и ОБСУЖДЕНИЕ 

Многолетние исследования процессов аэробной бактериальной трансформации ПХБ 
показали, что окисление молекулы ПХБ предпочтительнее происходит по ароматическому кольцу, 
свободному от заместителей, либо по кольцу, в котором есть два незамещенных вицинальных 
атома углерода [Gorbunova et al. 2024]. Использованные в настоящей работе конгенеры ПХБ 29 
и ПХБ 101 имеют одинаковое расположение заместителей в одном из колец молекулы (положения 
2, 4, 5), при этом у ПХБ 29 второе кольцо не несет заместителей, а у ПХБ 101 во втором кольце 
атомы хлора располагаются в 2' и 5' положениях (табл. 1). Установлено, что аэробный 
бактериальный штамм R. opacus КТ112-7 осуществляет разложение ПХБ 29 за 3 сут, а ПХБ 101 за 14 
сут (рис. 1). 

Рисунок 1. Деструкция конгенеров ПХБ 
штаммом R. opacus KT112-7 

Figure 1. Degradation of PCB congeners 
by R. opacus strain KT112-7 

 

http://www.genome.jp/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Анализ метаболитов показал, что при разложении ПХБ 29 и ПХБ 101 в среде аккумулируется 
2,4,5-трихлорбензойная кислота. Свободные ионы хлора в культуральной жидкости были 
зафиксированы только в случае биодеструкции ПХБ 101 в количестве 27.1% от максимально 
возможного при полном разложении внесенного субстрата. Накопления детектируемых количеств 
продукта мета-расщепления ароматического кольца ПХБ 29 и ПХБ 101 не зафиксированы. 

Полученные результаты позволяют предположить, что биодеструкция данных конгенеров 
осуществляется штаммом R. opacus КТ112-7 по классическому пути аэробной бактериальной 
деструкции бифенила [Xing et al. 2020; Khalid et al. 2021; Kumari, Das 2023]. При этом бифенил-2,3-
диоксигеназа (BphA) штамма R. opacus КТ112-7 предпочтительнее атакует незамещённое кольцо 
молекулы ПХБ 29, очевидно, образуя классический цис-2,3-дигидрокси-2,3-дигидробифенил (диол). 
Появление заместителей в 2' и 5' положениях второго ароматического цикла в случае ПХБ 101 
приводит к отсутствию двух свободных вицинальных углеродных атомов, что затрудняет 
взаимодействие хлорарена с ферментом BphA. Аналогичный вывод можно сделать относительно 
тризамещенного кольца в ПХБ 101. 

Ранее показано, что штамм R. opacus КТ112-7 несет гены классической бифенил-2,3-
диоксигеназы, характеризующейся высоким уровнем сходства с бифенил-2,3-диоксигеназой 
штамма-деструктора ПХБ Rhodococcus jostii RHA1, окисляющей вицинальные атомы углерода 
в молекуле ПХБ в 2 и 3 положениях [Egorova et al. 2025]. Таким образом, различие в скорости 
деструкции ПХБ 29 и ПХБ 101 штаммом R. opacus КТ112-7 обусловлено различиями в строении 
молекул данных конгенеров. 

Не смотря на инертность ПХБ к физическому и химическому воздействию, длительное 
присутствие в окружающей среде приводит к их трансформации как под действием абиотических, 
так и под действием биотических факторов. Результатом такого воздействия является образование 
и накопление в природных средах НО-ПХБ [Sun et al. 2016, 2018]. Для моделирования процессов 
бактериальной деструкции НО-ПХБ в настоящем исследовании были использованы смеси НО-ПХБ 
29 и НО-ПХБ 101 (табл. 1). Установлено, что штамм R. opacus КТ112-7 осуществляет 100%-ную 
деструкцию данных смесей за 10 сут (рис. 2). 

Рисунок 2. Деструкция гидрокси-производных 
конгенеров ПХБ штаммом R. opacus KT112-7 

Figure 2. Degradation of hydroxy derivatives 
of PCB congeners by R. opacus strain KT112-7 

 

В результате ВЭЖХ-анализа установлено, что при разложении смеси НО-ПХБ 29 в среде 
культивирования детектируются моногидроксидихлорбензойные кислоты, при этом не выявлено 
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присутствие продуктов мета-расщепления НО-ПХБ 29 и свободных ионов хлора. Полученные 
данные позволяют предположить, что деструкция НО-ПХБ 29 штаммом R. opacus КТ112-7 протекает 
также по классическому бифенильному пути с окислением незамещенного кольца. Существенное 
увеличение времени деструкции может быть обусловлено токсичностью моногидроксилированных 
бифенилов. В работе [Bhalla et al. 2016] показано, что особую токсичность проявляют 
дихлорированные моногидроксибифенилы, у которых НО-группа расположена у 2 или 4 атома 
углерода. В смеси НО-ПХБ 29 могут присутствовать соединения с подобным расположением 
НО-группы (табл. 1). В отсутствие стандартных образцов для анализа методом ГХ-МС установить 
индексы локантов для НО-ПХБ после их синтеза не представляется возможным. 

При анализе метаболитов, образующихся при биодеструкции смеси НО-ПХБ 101, выявлено 
присутствие продукта мета-расщепления, характеризующегося максимальным поглощением 
при длине волны 417 нм, ионов хлора (43.7% от максимально возможного), 
моногидроксидихлорбензойных кислот, а также зарегистрированы незначительные количества 
2,5-дигидроксибензойной кислоты. Кроме того, на ВЭЖХ-хроматограммах присутствуют 
дополнительные пики, которые могут свидетельствовать о наличии в среде 
дигидроксимонохлорированных бензойных кислот. Однако, так как в исследовании не были 
использованы в качестве контрольных соединений вещества с подобной структурой молекулы, 
мы можем лишь предположить их присутствие. 

На примере смеси НО-ПХБ 29 показано, что появление НО-группы приводит к снижению 
скорости биодеструкции. Однако сравнение периода 100%-ной деструкции ПХБ 101 и НО-ПХБ 101 
свидетельствует об обратной закономерности. Данное явление может быть обусловлено 
несколькими факторами. Вероятно, в составе смеси НО-ПХБ 101 присутствует соединение, 
в котором две НО-группы расположены в одном кольце в 3' и 4' положениях. Известно, что штамм 
R. opacus КТ112-7 несет гены, кодирующие три фермента бифенил-диол-диоксигеназ [Egorova et al. 
2025]. Данный фермент может вступать в реакцию с дигидроксилированным трихлорбифенилом 
в случае расположения НО-групп у соседних углеродных атомов, тем самым ускоряя процесс 
деструкции смеси в целом. Кроме того, так как мы не выявили среди метаболитов 
трихлорированных бензойных кислот, но обнаружили 2,5-дигидроксибензойную кислоту, можно 
предположить, что бифенил-диоксигеназа штамма R. opacus КТ112-7 способна окислять 
трихлорированное кольцо молекулы НО-ПХБ 101 в случае, если НО-группа располагается 
в дизамещенном кольце. Присутствие среди метаболитов моногидроксидихлорбензойных кислот 
свидетельствует об окислении дихлорированного кольца молекулы НО-ПХБ 101, как и в случае 
исходного ПХБ 101. Ранее в результате моделирования бифенил-диоксигеназы штамма R. opacus 
КТ112-7 было показано, что при взаимодействии с моногидроксибифенилами, наилучшее сродство 
фермента и субстрата характерно для 3- и 4-гидроксибифенилов [Egorova et al. 2025]. Так как 
в смеси НО-ПХБ 101 вероятно присутствие соединений с таким же расположением НО-группы, 
можно предположить, что бифенил-диоксигеназа успешно осуществляет их диоксигенирование. 

В ряде работ показано, что в аэробном бактериальном окислении ПХБ и их НО-ПХБ могут 
принимать участие ферменты класса монооксигеназ рамках [Kanteev et al. 2015; Luo et al. 2016; 
Perruchon et al. 2017; Goto et al. 2018; Sun et al. 2018; Paul et al. 2021]. При взаимодействии ПХБ 
с монооксигеназами образуются моногидроксилированные ПХБ, тогда как в случае, если 
монооксигеназы окисляют моногидроксибифенилы, результатом взаимодействия являются 
дигидроксилированные хлорбифенилы, которые далее могут разрушиться ферментами основного 
бифенильного пути. Анализ генома штамма R. opacus КТ112-7 (GenBank Accession: PRJNA603644 ID: 
603644) показал наличие в хромосоме штамма 57 генов флавиновых монооксигеназ, а на плазмиде 
pRHWK1 – 4 гена флавиновых монооксигеназ. В настоящего исследования не представляется 
возможным установить, какие из выявленных генов кодируют ферменты, участвующие в окислении 
НО-ПХБ, однако наличие данных генов позволяет предполагать, что у штамма R. opacus КТ112-7 
в разложении НО-ПХБ принимают участие не только ферменты класса диоксигеназ, 
но и представители класса монооксигеназ. 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

На основании представленных результатов можно заключить, что бактериальный аэробный 
штамм R. opacus КТ112-7 способен к биодеструкции ПХБ и их первичных метаболитов НО-ПХБ 
и обладает мощным биодеградативным потенциалом. На скорость биораспада хлорорганических 
СОЗ и вторичных поллютантов огромное влияние оказывает их структурное строение. На примере 
конгенеров ПХБ 29 и ПХБ 101 установлено, что с увеличением количества атомов хлора 
в бифенильном каркасе время биодеградации увеличивается: для ПХБ 29 оно составило 3 сут, 
а для ПХБ 101 – 14 сут. Для вторичных поллютантов НО-ПХБ 29 и НО-ПХБ 101 зарегистрирован 
одинаковый период исчерпывающего биоокисления – 10 сут. Несмотря на большее содержание 
атомов хлора в смеси НО-ПХБ 101 скорость ее распада за 1, 3 и 7 сут была выше, чем в случае 
смеси НО-ПХБ 29, что может объясняться рядом факторов: большей токсичностью производных 
в смеси НО-ПХБ 29 по сравнению с компонентами смеси НО-ПХБ 101 и конкурирующим действием 
ферментов классов моно- и диоксигеназ штамма R. opacus КТ112-7, связанным с доступностью 
активных сайтов в биоразлагаемых соединениях. 
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Аннотация 
One important mechanism underlying the promotive 

action of rhizosphere bacteria on plants is their ability 
to produce plant hormones, particularly cytokinins. 
Cytokinin must be delivered from the roots to stimulate 
plant growth and exert beneficial effects on the shoots. 
This work aimed to study the transport of bacterial 
cytokinins in barley plants. We studied the effects of 
cytokinin-producing bacteria on the growth, cytokinin 
content, and expression of the HvABCG gene, a homolog 
of the rice OsABCG18 and Arabidopsis AtABCG14 genes 
encoding transporters of these hormones. Rhizosphere 
of 3-days-old barley seedlings were inoculated with 
Bacillus subtilis IB-22, and cytokinins were 
immunoassayed on the sixth day after bacterial 
treatment. On day 11, leaf growth stimulation was 
detected under the bacterial treatment, indicating that 
bacterial cytokinins affect shoot performance. This 
hypothesis was confirmed by a 1.5 increase in zeatin 
riboside levels registered in the shoots of bacteria-
treated plants. Estimating the expression of the HvABCG 
gene showed its upregulation in the roots of bacteria-
treated plants, suggesting the involvement of this 
transporter in the delivery of cytokinins to the shoots.   
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Abstract  
Одним из важных механизмов, лежащих в основе 

стимулирующего действия ризосферных бактерий 
на растения, является их способность продуцировать 
растительные гормоны, в частности цитокинины. 
Для стимуляции роста растений необходимо, чтобы 
цитокинин доставлялся из корней и оказывал благо-
творное воздействие на побеги. Целью данной ра-
боты было изучение транспорта бактериальных 
цитокининов в растениях ячменя. Мы исследовали 
влияние продуцирующих цитокинины бактерий 
на рост, содержание цитокининов и экспрессию гена 
HvABCG, который является гомологом гена OsABCG18 
риса и гена AtABCG14 арабидопсиса, кодирующих 
транспортеры этих гормонов. Ризосферу 3-дневных 
проростков ячменя инокулировали Bacillus subtilis 
IB-22 и на шестой день после бактериальной обработ-
ки проводили иммуноферментный анализ цитокини-
нов. На одиннадцатый день было обнаружено 
стимулирование роста листьев при бактериальной об-
работке, что свидетельствует о положительном влия-
нии бактериальных цитокининов на состояние 
побегов. Эта гипотеза была подтверждена 1.5-крат-
ным увеличением уровня зеатинрибозида, зарегист-
рированным в побегах растений, обработанных бак-
териями. Оценка экспрессии гена HvABCG показала ее 
повышение в корнях растений, обработанных бакте-
риями, что указывает на возможное участие этого 
транспортера в доставке цитокининов в побеги. 
Ключевые слова: 

Bacillus subtilis, Hordeum vulgare, цитокинины, 
транспортеры 
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INTRODUCTION 

Rhizosphere bacteria are increasingly used in crop production as growth promoters, increasing yield 

and plant resilience. One of the important mechanisms underlying the stimulating effect on plants is 

their ability to produce plant hormones, in particular cytokinins. We previously demonstrated that pre-
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sowing seed treatment with cytokinin-producing bacteria accelerates growth and increases yield in 

wheat plants [Arkhipova et al. 2019]. To stimulate plant growth, cytokinin must be delivered to the 

shoots, as these hormones exert their beneficial effects on the leaves [Wu et al. 2021]. Experiments 

with rice and Arabidopsis plants have shown that cytokinin delivery to the shoot depends on so-called 

ABC transporters, a superfamily of membrane channels that actively transport various substances 

through ATP hydrolysis [Zhang et al. 2014; Zhao et al. 2019]. It was important to verify the dependence 

of cytokinin influx into the shoot on cytokinin transporters in other plant species. This work aimed to 

study the transport of bacterial cytokinins in barley plants. The choice of this species was dictated by 

the sufficient knowledge of its genome, which made it possible to identify genes encoding cytokinin 

transporters and study their expression. We studied the effects of cytokinin-producing bacteria Bacillus 

subtilis IB-22 on the growth, nitrogen balance index, cytokinin content and expression of the 

HORVU.MOREX.r3.7HG0645770 gene, which is a homologue of the rice OsABCG18 and Arabidopsis 

AtABCG14 genes [Mahalingam et al. 2022], in shoots and roots of barley. 

MATERIALS AND METHODS 

Barley (Hordeum vulgare L.) seeds of the Prairie variety were sterilized with a 40% aqueous solution 

of sodium hypochlorite, diluted twofold. The seeds were laid out on filter paper moistened with tap 

water, covered with a second layer of filter paper, shaded, and transferred to a refrigerator for 

stratification at +5°C. The next day, the seeds were exposed to the dark at an ambient temperature of 

21°C. On the third day, the seedlings were transplanted into sand saturated with Hoagland-Arnon 

nutrient medium at 80% of the total moisture capacity of the substrate, a 14-hour photoperiod, an 

illumination of 400 mol m2 s-1 PAR, and a temperature of 25/20°C (day/night). On the day following 

planting of the seedlings in the sand, 1 ml of a suspension of Gram-positive aerobic spore-forming 

cytokinin-producing bacteria Bacillus subtilis IB-22 (GenBank MT590663) (CFU 108 ml-1) was introduced 

into the rhizosphere of each plant.  

Gram-positive aerobic cytokinin-producing bacterium Bacillus subtilis IB-22 (GenBank MT590663) 

[Kudoyarova et al. 2014] from the collection of microorganisms of Ufa Institute of Biology, RAS, was 

used for bacterial treatment. Inoculates for bacterial treatments were obtained by cultivating B. subtilis 

IB-22 on K1 medium as described [Arkhipova et al. 2020]. The strain of microorganisms was cultured in 

Erlenmeyer flasks on a shaker (160 rpm) for 72 h at 37°C, and bacterial biomass was applied to the 

rhizosphere as described above. 

On the third day after bacterial treatment, cytokinins were extracted and purified from shoots and 

roots, and their concentrations were determined by immunoassay using antibodies against zeatin 

riboside after separation of cytokinin derivatives by thin-layer chromatography, as described 

[Kudoyarova et al. 2014]. Shoots and roots were homogenized, and cytokinins were extracted with 80% 

ethanol. The extract was separated from plant debris by centrifugation, and the ethanol was evaporated 

to leave an aqueous residue. They were loaded on a C18 cartridge (500 mg, Varian, Middelburg, The 

Netherlands), which was then washed with 20 ml of distilled water. Cytokinins were eluted with 70% 

ethanol, the eluate evaporated to dryness, and the residue dissolved in a minimum of 80% ethanol. The 

solution was loaded on precoated 5 × 20 cm, 0.25 mm thick silufol 60 F-254 plates (Merck, Darmstadt, 
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Germany) for thin layer chromatography in the solvent system of butanol, ammonium hydroxide, and 

water (6:1:2). After ultraviolet detection of standard zeatin, its nucleotide, glucoside and riboside in a 

separate track for standards, the corresponding zones from the plant material were eluted with 0.1 M 

phosphate buffer (PB, pH 7.2–7.4). This protocol successfully separated and assayed zeatin nucleotide 

(Rf 0–0.1), zeatin glucoside (Rf 0.1–0.2), zeatin riboside (Rf 0.4–0.5), and zeatin (Rf 0.6–0.7) [Vysotskaya 

et al. 2009]. More than 90% recovery was obtained for zeatin, its riboside and glucoside standards. Anti-

cytokinin antibodies with high immunoreactivity towards trans-zeatin, its riboside, N9-glucoside and 

nucleotides showed an inherently low cross-reactivity to dihydrozeatin and isopentenyladenine (iPA) 

and their derivatives. The aforementioned method was validated for our plant material by LC-MS/MS 

[Veselov et al. 2018]. 

At the same time, the nitrogen balance index (NBI), which is the ratio of chlorophylls and flavonoids, 

was measured in the leaf epidermis using the DUALEX SCIENTIFIC+ (FORCE-A, France) device. NBI 

provides the earliest information on the nitrogen status of a plant. 

RNA extraction and transcript analysis of the HORVU.MOREX.r3.7HG0645770 gene, encoding the 

cytokinin-transporting protein [Mahalingam et al. 2022], was performed as follows. Since this gene 

product is an ABCG transporter homologous to the rice gene OsABCG18, we will henceforth refer to it 

as HvABCG. Total RNA was isolated from control and experimental 6-day-old barley plants using the 

Lira reagent according to the supplier's protocol (Biolabmix, Russia). Nucleic acid concentration was 

measured using a Smart Spec Plus spectrophotometer (Bio-Rad, USA). To synthesize cDNA, a reverse 

transcription reaction was performed using M-MuLV reverse transcriptase (Synthol, Russia) on a TP4-

PCR-01-Tercik amplifier (DNA-Technology, Russia). Expression of the ABC transporter gene was 

analyzed by quantitative real-time PCR on a CFX Connect real-time PCR Detection System (BioRad 

Laboratories, USA) using the SYBR Blue intercalating dye (Biolabmix, Russia). The qPCR protocol was 

as follows: 95°C for 5 min; 40 cycles at 95°C for 15 sec, 60°C for 20 sec, and 72°C for 30 sec. The 

following primer set (5'-3') was used in this study: HvABCG (XM_045104931.1); F - 

TAGCACCGCCATCAACTTTG, R - GCTAGGGTTTGATGCACAGC). The β-tubulin gene (X54844.1; F - 

GCTCCCAGCAGTACAGGACTCT; R - TGGCATCCCACATTTGTTGA) was used as an internal control to 

normalize the amount of total RNA present in each reaction. Changes in gene expression were 

determined by calculating the normalized gene expression level using the CFX Connect real-time PCR 

Detection System software (BioRad Laboratories, USA).  

On the fourteenth day, shoot and root weights were measured. 

The data were processed using MS Excel software. Data in figures are presented as mean values ± 

standard error. The number of biological replicates (n) is provided in the figure’s legends. 

RESULTS AND DISCUSSION 

An assessment of leaf size revealed stimulation of leaf growth under the influence of bacterial 

treatment, most noticeable in the third young leaf, the area of which was one and a half times larger 

compared to the control (plants not treated with bacteria) (Fig. 1). Thus, bacterial treatment promoted 

the growth of barley plants in the present experiments. 
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Fig. 1. Effect of inoculation of barley rhizosphere 
with Bacillus subtilis IB-22 on the length, (a) and 
area, (b) of the third leaf measured 11 days after 
treatment. Mean values of control and treated 
plants are statistically different (n=50, p<0.05, t-
test) 

Рис. 1. Влияние инокуляции ризосферы ячменя 
Bacillus subtilis IB-22 на длину (a) и площадь (b) 
третьего листа, измеренную через 11 дней 
после обработки. Средние значения для 
контрольных и обработанных растений 
статистически различаются (n=50, p<0.05, t-
критерий) 

 

Moreover, the nitrogen index in leaves increased by 10% under the influence of the treatment 
(differences compared to the control are significant at p<0.05, t-test) (Fig. 2a). Since nitrogen uptake by 
plants is important for maintaining photosynthesis, it is not surprising that the dry mass of shoots of 
bacteria-treated plants was 20% higher compared to the control (differences compared to the control 
are significant at p<0.05, t-test) (Fig. 2b). However, no reliable effect of treatment on root mass and 
length was found. 

Fig. 2. Effect of inoculation of barley rhizosphere 
with Bacillus subtilis IB-22 on the nitrogen balance 
index (n= 36) (a) and dry weight of shoots and 
roots (n=40) (b) measured 11 days after treatment 

Рис. 2. Влияние инокуляции ризосферы ячменя 
Bacillus subtilis IB-22 на индекс баланса азота 
(n= 36) (a) и сухую массу побегов и корней 
(n=40) (b), измеренные через 11 дней после 
обработки 
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Since cytokinins are known to stimulate shoot growth [Wu et al. 2021] and photosynthesis [Cortleven, 

Schmülling 2015], the promotion of these characteristics in barley shoots by bacteria capable of 

synthesizing cytokinins suggests that in our experiments these hormones were delivered to the shoot. 

The results of cytokinin determination confirmed this hypothesis (Fig. 3a). 

Fig. 3. Effect of inoculation of barley rhizosphere 
with Bacillus subtilis IB-22 on the content of zeatin 
riboside (ZR) in shoots and roots (n=9) (a) and 
transcript level of HvABCG gene in bacteria-
treated plants (n=9) expressed as fold 
change compared with control samples (b) 
measured 3 days after treatment 

Рис. 3. Влияние инокуляции ризосферы ячменя 
Bacillus subtilis IB-22 на содержание рибозида 
зеатина (ZR) в побегах и корнях (n=9) (a) 
и уровень транскрипции гена HvABCG 
в растениях, обработанных бактериями (n=9), 
выраженный в виде кратного изменения 
по сравнению с контролем(b); образцы были 
взяты через 3 дня после обработки 

 

It showed a one-and-a-half-fold increase in zeatin riboside levels in the shoots of bacteria-treated 

plants compared to the control (differences compared to the control are significant at p<0.05). Since 

cytokinin ribosides are considered the primary form for transporting these hormones from roots to 

shoots [Sakakibara 2021], these results confirmed activation of cytokinin export from roots to shoots in 

bacteria-treated plants. An alternative explanation, according to which the bacteria stimulated 

cytokinin synthesis by the plants themselves, cannot be ruled out, but in our view, it seems less likely. 

Plants are known to absorb cytokinins from the soil, and the bacteria used in this study are known to 

produce cytokinins [Kudoyarova et al. 2014]. Therefore, the increased cytokinin content in the shoots of 

bacteria-treated plants most likely results from bacterial uptake and delivery of cytokinins to the shoots.  

Previous experiments with the expression of the rice OsABCG18 gene in tobacco leaves revealed the 

ability of this transporter to support the export of various forms of cytokinin from cells and their delivery 

to the shoots [Zhao et al. 2019]. Therefore, it was of interest to evaluate possible involvement of similar 

transporters in the delivery of cytokinins to barley shoots.  

Genes with a high level of homology to known cytokinin transporter genes in Arabidopsis and rice 

were found in the barley plant genome [Mahalingam et al. 2022]. Based on this analysis, primers were 

designed to assess the expression of one of these genes (HvABCG), enabling testing of its putative role 

in controlling cytokinin distribution in bacteria-treated plants. As shown in Fig. 3b, the transcript level 

of this gene almost doubled in roots after bacterial treatment but remained unchanged in shoots. In rice 

and Arabidopsis plants, the amount of cytokinins accumulated in the shoot was positively correlated 

with the expression levels of OsABCG18 in roots of rice suggesting its role in the long-distance transport 
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of cytokinins [Zhao et al. 2019]. In our experiments increased accumulation of cytokinins in bacteria 

treated plants was accompanined by increased expression in roots of HvABCG transporter, which is a 

homolog of rice and arabidopsis cytokinin transporters [Zhang et al. 2014; Zhao et al. 2019], indicating 

its possible involvement in the transport of bacterial cytokinins from roots to shoots. 

Thus, we have shown that stimulation of barley plant growth by bacteria capable of synthesizing 

cytokinins is accompanied by, and apparently results from, an increase in cytokinin levels in plant shoots 

likely due to the transport of bacterial hormones from roots to shoots. These results suggest 

involvement of HvABCG transporter in the delivery of cytokines to plant shoots and support the proposal 

that bacterial cytokinins not only penetrate plants but are also transported to the shoot, where they 

stimulate growth and photosynthesis. 
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Abstract  
Chemotherapy resistance remains a key contributor to 

the reduced effectiveness of cancer treatment. The aim 
of this study was to identify transcriptomic programs 
associated with the development of docetaxel 
adaptation in a PC3 cell model of prostate cancer and 
evaluate their applicability for the subsequent search 
for modifiers among fungal secondary metabolites. The 
experimental cells were exposed to docetaxel for 
prolonged periods, followed by selection of the 
surviving cell population. Using RNA-seq and GSEA 
analyses, we identified positive enrichment of the 
«TNFα signaling via NF-κB», inflammatory response, 
and «IL6/JAK/STAT3 signaling» pathways, which is 
consistent with the formation of an NF-
κB/IL6/JAK/STAT3-associated survival signature. We 
also demonstrated the statistical significance of 
enrichment of the «Cholesterol homeostasis» pathway, 
suggesting the transcriptional remodeling of 
cholesterol-associated metabolic programs. The 
obtained data allow us to consider the identified 
transcriptomic programs as guidelines for subsequent 
targeted search and experimental testing of fungal 
secondary metabolites that are potentially capable of 
modifying inflammatory signaling and metabolic 
mechanisms of drug tolerance in tumor cells.   
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Аннотация 
Химиорезистентность остается ключевым фактором 

снижения эффективности при лечении рака. Целью 
данного исследования была идентификация транс-
криптомных программ, связанных с развитием 
адаптации к доцетакселу на модели PC3 клеток рака 
предстательной железы, и оценка их применимости 
для последующего поиска модификаторов среди 
вторичных метаболитов грибов. Экспериментальные 
клетки подвергались воздействию доцетаксела 
в течение длительного времени, после чего 
проводилась селекция выжившей популяции клеток. 
С помощью RNA-seq и GSEA подходов нами было 
выявлено положительное обогащение сигнальных 
путей «TNFα signaling via NF-κB», воспалительного 
ответа и «IL6/JAK/STAT3 signaling», что указывает на 
активацию NF-κB/IL6/JAK/STAT3 сигнатуры выжива-
ния. Также нами была показана статистическая 
значимость обогащения пути «Cholesterol 
homeostasis», что указывает на транскрипционную 
перестройку метаболических программ, связанных с 
холестерином. Полученные данные позволяют 
рассматривать выявленные транскриптомные про-
граммы в качестве ориентиров для последующего 
целенаправленного поиска и экспериментального 
тестирования вторичных метаболитов грибов, 
потенциально способных модифицировать воспали-
тельную сигнализацию и метаболические механизмы 
лекарственной устойчивости в опухолевых клетках. 
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INTRODUCTION 

Chemotherapy is a key approach in the treatment of various malignancies. However, despite its 
proven clinical efficacy, treatment outcomes are often limited by the development of resistance in many 
patients. Chemoresistance is characterized by a partial or complete loss of tumor cell sensitivity to 
cytostatic drugs during treatment and is one of the main causes of subsequent disease progression 
[Zafar et al. 2025]. Under conditions of chemotherapeutic stress from a cytostatic drug, tumor cells are 
capable of activating various adaptive mechanisms, such as cell cycle rearrangement, enhanced damage 
repair, metabolic reprogramming, activation of inflammatory signaling pathways, and many others [Gu 
et al. 2025]. These complex rearrangements contribute to the selection of surviving tumor cells with a 
phenotype of tolerance to the chemotherapeutic drug, and the study of these molecular programs is an 
important step in the development of strategies to improve the effectiveness of therapy [Dhiman et al. 
2026]. 

High-throughput transcriptome sequencing (RNA-seq) combined with bioinformatics analysis 
provides a powerful tool for identifying molecular signatures of drug response. RNA-seq allows one to 
evaluate not only changes in the expression of individual genes but also coordinated changes in 
biological pathways and regulatory programs [Ergin et al. 2022]. When combined with functional 
enrichment methods, including Gene Set Enrichment Analysis (GSEA), this approach allows one to 
identify transcriptome signatures associated with cellular stress, inflammatory signaling, apoptosis, 
metabolic adaptation, and other processes potentially involved in the development of drug tolerance 
[Candia, Ferrucci 2024; Menyhart et al. 2025]. 

The use of transcriptome analysis followed by the selection of biologically active compounds 
directed at the identified targets represents a promising strategy for searching for candidate compounds 
that can potentially modify drug tolerance in tumor cells. In the context of the search for compounds 
capable of modifying the adaptive programs of tumor cells and increasing their sensitivity to therapy, 
fungal secondary metabolites are of particular interest. Fungi are a rich biotechnological source of 
structurally diverse bioactive compounds, including polyketides, terpenoids, alkaloids, peptidic and 
hybrid metabolites [Bills, Gloer 2016]. A number of such compounds can influence apoptosis, the cell 
cycle, inflammatory signaling, metabolic regulation, drug transport and tumor plasticity [Sonowal et al. 
2024]. Of particular importance is the fact that the potential of the fungal metabolome remains far from 
fully explored. Fungi are characterized by the presence of numerous biosynthetic gene clusters, many 
of which are silent and can be activated through changes in cultivation conditions, epigenetic regulation 
or microbial interactions [Zhang et al. 2024]. It is also worth noting that less than 1% of the identified 
fungal biosynthetic clusters are associated with characterized compounds, which indicates a significant 
reserve for the search for new molecules with antitumor, anti-inflammatory and signal-modulatory 
activity [García-Estrada et al. 2025]. 

The aim of this study was to identify transcriptomic programs associated with the development 
of docetaxel adaptation in a cellular model of prostate cancer (PCa) – PC3. PCa is one of the most 
common malignancies in men worldwide, and advanced and castration-resistant PCa (CRPC), in which 
the tumor retains the ability to grow despite androgen suppression, poses a particular therapeutic 
challenge [Le et al. 2023; Siegel et al. 2025]. Docetaxel (DTX), a taxane-based chemotherapeutic agent, 
remains clinically important for these patients, since it became the first chemotherapeutic drug to 
demonstrate an overall survival benefit in metastatic CRPC [Hussain et al. 2024]. However, the efficacy 
of DTX may be reduced due to adaptation of tumor cells to repeated drug exposure. This adaptation 
does not necessarily indicate stable resistance, but may reflect the development of a state of drug 
tolerance, in which surviving cells activate compensatory survival programs [Sekino, Teishima 2020]. 
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In this study, we generated a cellular model of PCa after repeated exposure to DTX to identify 
early transcriptomic programs of drug adaptation. Using RNA-seq and subsequent GSEA analysis, we 
identified biological pathways and regulatory programs associated with the adaptive response of PC3 
cells to DTX. Additionally, the identified transcriptomic signatures were used to prioritize classes of 
fungal secondary metabolites potentially suitable for further targeted screening for modifiers of drug 
tolerance. 

MATERIALS AND METHODS 

PC3 cells were obtained from the American Type Culture Collection (ATCC) and cultured in 
RPMI-1640 medium supplemented with 10% FBS, L-glutamine, 100 U/mL penicillin, and 100 µg/mL 
streptomycin at 37°C in 5% CO₂. For cell dissociation, TrypLE™ Express Enzyme (Gibco, USA) was used. 
Cell counting was performed using the Countess II FL Automated Cell Counter (Thermo Fisher Scientific, 
USA). PC3 cells were seeded in 6-well plates at a density of 500,000 cells per well. DTX-selected PC3 
cells were generated using a stepwise selection protocol that included three sequential rounds of 
treatment with increasing DTX concentrations (Sigma-Aldrich, USA): 4, 8, and 10 nM. At each round, 
cells were incubated for 24 h in complete culture medium containing the corresponding DTX 
concentration. After treatment, the DTX-containing medium was removed, and surviving cells were 
transferred to DTX-free complete medium for recovery. The next selection round was performed after 
the surviving adherent cells resumed proliferation and reached approximately 80% confluence. Cells 
that survived and recovered after the third round of treatment with 10 nM DTX were defined 
operationally as DTX-selected PC3 cells. Control PC3 cells were cultured in parallel under the same 
conditions and treated with an equivalent volume of DMSO without DTX exposure. Three biological 
replicates were included for each group. Mycoplasma contamination was assessed at each stage of the 
experiment using the MycoReport PCR-based detection kit (Evrogen, Russia) according to the 
manufacturer’s instructions. 

Total RNA was isolated from experimental cell samples using the RNeasy Micro Kit (Qiagen, 
Germany) according to the manufacturer’s protocol. RNA concentration was estimated using the Qubit™ 
RNA BR Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, USA) on a Qubit 4.0 fluorometer. The quality of the RNA 
was assessed using the Agilent RNA 6000 Nano Kit (Agilent Technologies, USA) on an Agilent 2100 
Bioanalyzer. The RNA integrity number (RIN) was not lower than 9 for all samples. 

Library preparation was performed using the KAPA RNA HyperPrep Kit with RiboErase (HMR or 
Human/Mouse/Rat) (Roche), according to the manufacturer’s protocol. The final RNA-seq libraries 
quality was analyzed on an Agilent Bioanalyzer 2100 instrument (Agilent Technologies, USA) using the 
Agilent High Sensitivity DNA Kit (Agilent Technologies). The concentration of the libraries was 
measured on a Qubit 4.0 fluorometer (Thermo Fisher Scientific) using the Qubit dsDNA HS Assay Kit 
(Thermo Fisher Scientific). The final RNA-seq libraries were approximately 500 base pairs in length. 
Prepared mRNA libraries were combined into a single pool in equal proportions and subsequently 
diluted to a final concentration of 1 nM. Sequencing was performed on a NextSeq 2000 instrument 
using NextSeq 2000 P2 Reagent Kit (100 cycles) in single-end read mode. To minimize potential batch 
effects, all RNA-seq libraries were sequenced within a single sequencing run. 

Primary processing of the resulting RNA-Seq data in FASTQ format was performed as described 
previously [Pudova et al. 2022]. The quality of raw FASTQ files was assessed using FastQC and MultiQC. 
Adapter sequences and low-quality reads were removed using Trimmomatic, followed by alignment to 
the human reference genome GRCh38 using the STAR aligner. Gene-level read counts were generated 
using featureCounts from the Subread package. Each sample yielded at least 10 million reads. For 
downstream analysis, the raw count matrix generated by featureCounts was imported into the R 
statistical environment. Differential gene expression analysis was performed in R using the DESeq2 
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package. Differentially expressed genes were identified using the Wald test for significance testing of 
log2 fold changes.The Benjamini–Hochberg correction was applied to calculate the false discovery rate 
(FDR). Differences in gene expression were considered statistically significant at an FDR < 0.05. Gene 
Set Enrichment Analysis (GSEA) was performed using the clusterProfiler package and Hallmark gene 
sets from the Molecular Signatures Database (MSigDB). For preranked GSEA, genes were ranked 
according to the DESeq2 Wald statistic obtained from the comparison between DTX-selected and 
control PC3 cells. Gene sets with an FDR < 0.05 were considered statistically significant. Variance-
stabilized expression (VST) values generated with DESeq2 were used for visualization of selected genes 
in heatmaps. 

Additionally, an external in silico analysis was performed to assess the concordance of the 
identified transcriptomic signatures at the pathway level. The analysis was carried out using two 
independent public RNA-seq datasets of PC3 cells after DTX treatment, GSE233647 and GSE140440, 
applying an approach analogous to that described above. 

RESULTS 

To identify biological processes associated with the development of DTX adaptation in PC3 
cells, we performed Hallmark gene set enrichment analysis comparing DTX-selected PC3 cells with 
control cells. We identified 22 statisticq2ally significantly enriched signatures, including both positively 
and negatively enriched signatures/pathways (tab.1, fig.1). 

Table 1. GSEA statistics for significantly enriched 
Hallmark signatures in DTX-selected PC3 cells 
compared with control cells 

Таблица 1. GSEA статистика для значимых 
обогащённых Hallmark сигнатур в DTX-отобранных 
клетках PC3 по сравнению с контрольными клетками

Pathway ES NES Gene set size FDR 
TNFα signaling via NF-κB 0.68 2.69 174 4.70 × 10-²¹ 
Interferon gamma response 0.63 2.40 146 5.39 × 10-¹³ 
Interferon alpha response 0.66 2.36 89 2.46 × 10-⁹ 
p53 pathway 0.55 2.16 171 3.81 × 10-⁹ 
Cholesterol homeostasis 0.62 2.12 69 5.97 × 10-⁶ 
Hypoxia 0.50 1.91 154 1.79 × 10-⁵ 
Apoptosis 0.48 1.82 128 1.14 × 10-⁴ 
UV response up 0.47 1.76 129 3.91 × 10-⁴ 
Inflammatory response 0.47 1.76 117 5.93 × 10-⁴ 
Estrogen response early 0.43 1.67 162 6.15 × 10-⁴ 
IL6/JAK/STAT3 signaling 0.59 1.91 51 1.32 × 10-³ 
Oxidative phosphorylation 0.40 1.58 194 1.82 × 10-³ 
Xenobiotic metabolism 0.43 1.66 136 1.87 × 10-³ 
Complement 0.43 1.62 139 2.79 × 10-³ 
Protein secretion -0.48 -1.70 94 3.96 × 10-³ 
Estrogen response late 0.41 1.57 149 3.96 × 10-³ 
E2F targets -0.39 -1.51 199 3.96 × 10-³ 
Epithelial-mesenchymal transition 0.41 1.57 147 3.96 × 10-³ 
Mitotic spindle -0.40 -1.54 193 3.96 × 10-³ 
Allograft rejection 0.45 1.61 97 4.10 × 10-³ 
G2/M checkpoint -0.38 -1.49 196 4.60 × 10-³ 
Adipogenesis 0.37 1.44 171 1.48 × 10-² 

Note.  ES, enrichment score; NES, normalized enrichment 
score; FDR, false discovery rate. Positive NES values indicate 
enrichment in DTX-selected PC3 cells, whereas negative NES 
values indicate negative enrichment relative to control PC3 
cells. Gene set size indicates the number of genes from the 
corresponding Hallmark gene set included in the GSEA 
analysis. 

Примечание . Столбчатые диаграммы показывают 
нормализованный показатель обогащения для каждого 
биологического процесса. Положительные значения NES 
соответствуют сигнатурам, обогащённым в DTX-
отобранных клетках PC3, и показаны красным цветом; 
отрицательные значения NES соответствуют сигнатурам с 
отрицательным обогащением относительно контрольных 
клеток и показаны зелёным цветом. 
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Figure 1. Significantly enriched Hallmark signatures in 
DTX-selected PC3 cells compared with control cells 

Рисунок 1. Значимые обогащённые Hallmark 
сигнатуры в DTX-отобранных клетках PC3 по 
сравнению с контрольными клетками 

 
Note .  Bar plots show the normalized enrichment score (NES) 
for each biological process. Positive NES values correspond 
to signatures enriched in DTX-selected PC3 cells and are 
shown in red; negative NES values correspond to signatures 
negatively enriched relative to control cells and are shown in 
green. 

Примечание . Диаграмма Венна показывает перекрытие 
значимо обогащённых Hallmark сигнатур между тремя 
наборами данных. Тепловая карта показывает 
нормализованный показатель обогащения (NES) для этих 
общих путей. Красный цвет указывает на положительное 
обогащение, тогда как синий цвет указывает на 
отрицательное обогащение. *FDR < 0,05, **FDR < 0,01, 
***FDR < 0,001 - статистическая значимость.. 

The most significant positive enrichment was found for the «TNFα signaling via NF-κB pathway» 
(NES = 2.69, FDR = 4.7 × 10⁻²¹). Significant positive enrichment was also observed for the 
«IL6/JAK/STAT3 signaling» pathway (NES = 1.91, FDR = 1.3 × 10⁻³). These results indicate that the NF-
κB/IL6/JAK/STAT3 axis represents a prominent transcriptomic feature of PC3 cells surviving and 
recovering after stepwise DTX selection. Negative enrichment of proliferation- and mitotic cycle-related 
pathways was also observed in the experimental cells. Specifically, the «G2/M checkpoint» (NES = -1.49, 
FDR = 4.6 × 10⁻³), «E2F targets» (NES = -1.51, FDR = 4 × 10⁻³), «mitotic spindle» (NES = -1.54, FDR = 4 
× 10⁻³), and «protein secretion» (NES = -1.7, FDR = 4 × 10⁻³) pathways were negatively enriched. These 
results demonstrate suppression of proliferative and mitotic programs, which is consistent with the 
mechanism of DTX action as a chemotherapeutic taxane that disrupts microtubule dynamics and mitotic 
cell division.  
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Figure 2. Heatmap analysis of selected leading-edge 
genes from significantly enriched Hallmark in DTX-
selected PC3 cells  

Рисунок 2. Анализ с помощью тепловой карты 
отдельных ведущих генов из значимых 
обогащённых Hallmark сигнатур в DTX-отобранных 
клетках PC3 

 
Note.  (A) Selected leading-edge genes associated with the 
NF-κB/IL6/JAK/STAT3-related signature. (B) Selected 
leading-edge genes from the Hallmark cholesterol 
homeostasis signature. Expression values were scaled by 
gene and are presented as row z-scores. Cell colors indicate 
the relative expression level of each gene across samples: 
blue corresponds to expression below the gene-specific 
mean, yellow to intermediate expression, and orange to 
expression above the gene-specific mean.  

Примечание . (A) Отдельные ведущие гены, связанные 
с сигнатурой NF-κB/IL6/JAK/STAT3. (B) Отдельные ведущие 
гены из Hallmark сигнатуры «гомеостаз холестерина». 
Значения экспрессии были нормированы по гену и 
представлены в виде z-показателей по строкам. Цвета 
ячеек отражают относительный уровень экспрессии 
каждого гена в образцах: синий цвет соответствует 
экспрессии ниже среднего значения для данного гена, 
жёлтый - промежуточной экспрессии, а оранжевый - 
экспрессии выше среднего значения для данного гена. 

To further evaluate the NF-κB/IL6/JAK/STAT3-associated inflammatory-stress signature, a 
heatmap of selected leading-edge genes was constructed (fig. 2A). The selected genes included: IL6, 
TNFRSF1A, TNFRSF12A, RELA, NFKB1, NFKB2, NFKBIA, NFKBIE, TNFAIP3, CCL2, CCL20, CXCL8, CSF1, RIPK2, 
MYD88, TRAF1, BIRC3, and PIM1. Most of these genes showed higher VST-normalized expression values 
in DTX-selected cells compared to control samples. Together, these data support the presence of 
an inflammatory-stress transcriptional signature consistent with NF-κB/IL6/JAK/STAT3-associated 
signaling in DTX-selected cells. Also of particular interest was the enrichment of the «Cholesterol 
homeostasis» pathway (NES = 2.12; FDR = 6 × 10-6) in DTX-selected PC3 cells. To visualize this metabolic 
signature, a heatmap of selected leading-edge genes from the Hallmark cholesterol homeostasis gene 
set was constructed (Fig. 2B). The genes included:  MVD, NSDHL, SQLE, FDFT1, LDLR, DHCR7, EBP, FADS2, 
TMEM97, SCD, CHKA, and PLSCR. These genes are involved in sterol/cholesterol biosynthesis, uptake, 
and lipid metabolism. This concerted change likely reflects a rewiring of the cholesterol-associated 
metabolic program, which may be related to cellular adaptation to stepwise DTX selection. 

To assess whether the identified PC3-associated transcriptomic signatures are reproducible at 
the pathway level, we additionally analyzed two independent public RNA-seq datasets of PC3 cells after 
DTX treatment, GSE233647 and GSE140440. Comparison of significantly enriched Hallmark signatures 
revealed five pathways shared across all three datasets: TNFα signaling via NF-κB, hypoxia, 
inflammatory response, complement, and epithelial–mesenchymal transition (fig. 3, table 2).  
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Figure 3. External in silico assessment of pathway-level 
concordance between the PC3 datasets 

Рисунок 3. Внешняя in silico оценка согласованности 
на уровне сигнальных путей между PC3 наборами 
данных 

 
Note.  The Venn diagram shows the overlap of significantly 
enriched Hallmark signatures among the three datasets. The 
heatmap shows the normalized enrichment score (NES) for 
these common pathways. Red indicates positive enrichment, 
whereas blue indicates negative enrichment. *FDR < 0.05, 
**FDR < 0.01, ***FDR < 0.001 - statistical significance. 

Примечание. Диаграмма Венна показывает перекрытие 
значимо обогащённых Hallmark сигнатур между тремя 
наборами данных. Тепловая карта показывает 
нормализованный показатель обогащения (NES) для этих 
общих путей. Красный цвет указывает на положительное 
обогащение, тогда как синий цвет указывает на 
отрицательное обогащение. *FDR < 0,05, **FDR < 0,01, 
***FDR < 0,001 - статистическая значимость. 

All five signatures demonstrated concordant positive enrichment across all datasets, 
supporting the reproducibility of inflammatory/stress-associated transcriptional remodeling in PC3 
cells under DTX-associated selective pressure.  

Table 2. Concordantly enriched Hallmark 
signatures in the DTX-selected PC3 dataset and 
two independent public PC3 datasets 

Таблица 2. Согласованно обогащённые 
Hallmark сигнатуры в наборе данных DTX-
отобранных клеток PC3 и двух независимых 
общедоступных PC3 наборах данных 

Pathway DTX-selected PC3 GSE233647 GSE140440 
NES FDR NES FDR NES FDR 

TNFα signaling via NF-κB 2.69 4.70 × 10-²¹ 1.50 8.10 × 10-³ 1.50 3.50 × 10-³ 
Hypoxia 1.91 1.79 × 10-⁵ 1.67 9.70 × 10-⁴ 1.50 3.50 × 10-³ 
Inflammatory response 1.76 5.93 × 10-⁴ 1.57 8.10 × 10-³ 1.39 2.50 × 10-² 
Complement 1.62 2.79 × 10-³ 1.44 2.40 × 10-² 1.48 4.40 × 10-³ 
Epithelial-mesenchymal transition 1.57 3.96 × 10-³ 2.05 5.70 × 10-⁷ 1.53 2.60 × 10-³ 

Note.  NES, normalized enrichment score; FDR, false 
discovery rate. Positive NES values indicate enrichment in 
DTX-selected PC3 cells, whereas negative NES values 
indicate negative enrichment relative to control PC3 cells. 

Примечание . NES - нормализованный показатель 
обогащения; FDR - частота ложноположительных 
результатов. Положительные значения NES указывают на 
обогащение в DTX-отобранных клетках PC3, тогда как 
отрицательные значения NES указывают на отрицательное 
обогащение относительно контрольных клеток PC3. 

DISCUSSION 

One of the main findings of this study was the identification of an inflammatory/stress-
associated transcriptomic signature in DTX-selected PC3 cells. At the GSEA level, this program was 
represented by a consistent positive enrichment of the TNFα signaling via NF-κB, inflammatory 
response, and IL6/JAK/STAT3 signaling pathways. The most pronounced signal was observed for the 
TNFα/NF-κB signature, suggesting activation of an NF-κB-associated transcriptional program in PC3 
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cells surviving and recovering after stepwise DTX selection. These findings should be interpreted as 
pathway-level transcriptomic associations rather than direct evidence of a causal role of NF-
κB/IL6/JAK/STAT3 signaling in DTX resistance. Various studies have previously shown an association 
between NF-κB/IL6 signaling and the response to DTX and the development of a resistant phenotype 
in PCa models. Subsequent studies have also demonstrated the involvement of the NF-κB–IL6–STAT3 
axis in PCa progression and DTX chemoresistance. Furthermore, inhibition of NF-κB-STAT3 dependent 
programs can enhance the effect of DTX, highlighting the potential for targeting this axis [Codony-
Servat et al. 2013; Zhong et al. 2022; Cruz-Lozano et al. 2024]. 

The relevance of the inflammatory/stress-associated remodeling was further supported by an 
external in silico analysis of two independent public PC3 RNA-seq datasets, GSE233647 and GSE140440. 
Across the DTX-selected PC3 dataset and both public PC3 datasets, five Hallmark signatures showed 
concordant positive enrichment: TNFα signaling via NF-κB, hypoxia, inflammatory response, 
complement, and epithelial–mesenchymal transition. This overlap supports the reproducibility of a 
broader inflammatory/stress-related transcriptional state in PC3 cells under DTX-associated selective 
pressure. Importantly, the public dataset analysis was used to assess pathway-level concordance and 
should not be interpreted as direct functional validation of DTX resistance. 

The IL6/JAK/STAT3-associated axis emphasizes the search for secondary fungal metabolites 
with anti-inflammatory signaling activity. Such compounds may include metabolites of various 
structural groups - lactone derivatives, triterpenoids, polyketides, alkaloids, and other compounds, 
whose antitumor effects may be linked to the regulation of key tumor-associated signaling cascades 
[Evidente 2024]. The best characterized compound is galiellalactone, a secondary metabolite with 
documented STAT3-inhibitory activity, first isolated from the ascomycete Galiella rufa strain A111-95 
[Köpcke et al. 2002]. This metabolite has been characterized as a direct STAT3 inhibitor, and 
galiellalactone has also been shown to inhibit the growth of STAT3-activated cells in vitro and in vivo 
in PCa models [Don-Doncow et al. 2014; Thaper et al. 2018]. It is worth noting that galiellalactone 
activity has also been demonstrated in other cancer types, such as in a breast cancer model where 
analogs capable of inhibiting STAT3 phosphorylation and inducing apoptosis in tumor cells were 
developed based on the structure of natural galiellalactone [Ko et al. 2019]. These results indicate the 
possibility of further chemical optimization of this compound for further studies. 

Triterpenoids, particularly ganoderic acids produced by fungi of the genus Ganoderma, including 
Ganoderma lucidum, may be of interest as an additional direction for exploring fungal secondary 
metabolites capable of modulating the NF-κB/IL6/JAK/STAT3 axis. Proapoptotic, cytotoxic, and anti-
invasive effects have been described for this class of compounds in tumor models [García-Estrada et al. 
2025]. 

The cholesterol-associated metabolic program emerged as another transcriptomic signature 
relevant to the subsequent selection of fungal metabolite classes. In our data, cholesterol homeostasis 
was positively enriched, and this enrichment was also observed in GSE140440 public PC3 dataset (NES 
= 1.52, FDR = 0.018), suggesting that cholesterol-associated remodeling may represent a reproducible 
but context-dependent component of the PC3 adaptive response. The biological significance of 
cholesterol metabolism is consistent with studies on the role of lipid metabolism in PCa progression, 
which indicate that dysregulation of lipid and cholesterol metabolism may serve as a tumor cell survival 
strategy and a potential therapeutic vulnerability [Guerrero-Ochoa et al. 2024]. In addition, remodeling 
of fatty acid, cholesterol, and phospholipid metabolism has been described as one of the key features 
of tumor progression and metabolic adaptation [Zhang et al. 2023]. 
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Given the enrichment of cholesterol homeostasis in DTX-selected PC3 cells, statin-like fungal 
metabolites can be considered one of the promising classes of compounds for further screening of 
potential modifiers of drug tolerance [Tripathi et al. 2024]. Fungal statin-like metabolites, such as 
lovastatin produced by Aspergillus terreus and Monascus sp. and compactin/mevastatin produced by 
Penicillium sp., may be considered for future screening. Moreover, lovastatin has been shown to exhibit 
antitumor effects through the induction of apoptosis, suppression of proliferation, inhibition of 
angiogenesis, and potential enhancement of tumor cell sensitivity to chemotherapeutic drugs [García-
Estrada et al. 2025]. Thus, this class of fungal secondary metabolites can be considered a promising 
pool of compounds for subsequent screening of drug tolerance modifiers. It is important to note that 
the cholesterol-associated program should be considered a second, metabolically oriented direction for 
experimental targeting, complementing the central NF-κB/IL6/JAK/STAT3-associated axis. 

Overall, our results suggest that PC3 cells surviving and recovering after stepwise DTX selection 
are characterized by adaptive changes in inflammatory and metabolic transcriptomic programs. The 
identified NF-κB/IL6/JAK/STAT3- and cholesterol homeostasis-associated signatures may serve as 
reference points for subsequent targeted searches for candidate compounds potentially capable of 
modulating DTX-associated adaptive programs in tumor cells. However, several limitations of this study 
should be considered, including the use of a single PC3-based model, which limits the generalizability 
of the findings to other PCa cell lines with different molecular backgrounds, such as DU145 or LNCaP, 
and the lack of validation of the identified pathways at the protein and functional levels. Finally, the 
fungal secondary metabolites discussed here were selected based on literature data and were not tested 
experimentally in this model. Therefore, they should be considered candidate compounds for future 
experimental validation. 
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Аннотация 
Выделен и идентифицирован новый галотолерант-

ный штамм бактерий Bacillus atrophaeus ANT22, обла-
дающий ростстимулирующими свойствами (продук-
ция индолил-3-уксусной кислоты, фосфатмобили-
зация, антагонистическая активность) и способностью 
к образованию биопленки.  Изучено воздействие 
солей (сульфата магния, хлорида натрия) на эти 
свойства. В модельном эксперименте оценено 
влияние обработки семян люпина этим штаммом 
на морфологические и биохимические показатели 
растений при нормальных условиях и при наличии 
в почве хлорида натрия (0.25% масс.). Показано, что 
B. atrophaeus ANT22 усиливал рост растений, особен-
но при засолении. В присутствии NaCl инокуляция 
увеличивала длину и массу корней на 46.5 и 48.3% 
соответственно, приводила к удлинению побега 
на 12.0% и повышению его массы на 27.9%, а также 
способствовала возрастанию количества листьев и их 
массы (на 36.8 и 30.9% соответственно) относительно 
неинокулированных растений в засоленной почве. 
Кроме того, бактеризация усиливала на 21.3% 
выработку хлорофилла в растениях, посаженных 
в почву с NaCl, и снижала в них содержание 
малонового диальдегида в 1.4 раза по сравнению 
с необработанными вариантами. Полученные 
результаты свидетельствуют о перспективности 
использования галотолерантного пленкообразую-
щего штамма B. atrophaeus ANT22 для стимулиро-
вания роста растений в засоленной почве. 
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Abstract  
A new halotolerant bacterial strain, Bacillus 

atrophaeus ANT22, was isolated and identified. 
It possesses growth-promoting properties (i.e., indole-
3-acetic acid production, phosphate mobilization, and 
antagonistic activity) and biofilm-forming capacity. 
The effects of magnesium sulphate and sodium chloride 
salts on these properties were studied. A model 
experiment was conducted to assess the effect 
of treating lupine seeds with this strain 
on the morphological and biochemical parameters 
of plants under normal conditions and in the presence 
of 0.25% sodium chloride in the soil. B. atrophaeus 
ANT22 enhanced plant growth, especially under saline 
conditions. In the presence of NaCl, inoculation 
increased root length and weight by 46.5% and 48.3%, 
respectively, led to shoot elongation by 12.0% and 
an increase in shoot weight by 27.9%, and also 
contributed to an increase in the number of leaves and 
their weight (by 36.8% and 30.9%, respectively) relative 
to uninoculated plants in saline soil. Furthermore, 
bacterization increased chlorophyll production 
by 21.3% in plants planted in soil with NaCl and reduced 
malondialdehyde levels by 1.4 times compared 
with untreated samples. These results demonstrate 
the potential of using the halotolerant film-forming 
strain B. atrophaeus ANT22 to stimulate plant growth 
in saline soil.  
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ВВЕДЕНИЕ 

Засоление почв, связанное, в первую очередь, с нерациональной деятельностью человека, 
приводит к ухудшению или даже потере почвенных функций [Pan et al. 2024]. Из-за высокого 
содержания растворимых солей ограничивается поглощение воды и питательных веществ корнями 
растений, что вызывает замедление роста и развития, а также снижение урожайности 
агрономически ценных культур [Tomaz et al. 2026]. При этом площадь засоленных земель во всем 
мире продолжает увеличиваться и это становится основным экологическим фактором, 
препятствующим эффективному развитию сельского хозяйства и создающим угрозу для 
продовольственной безопасности и устойчивого социально-экономического развития [Shokri et al. 
2024].  

Существующие агрохимические и технические приемы борьбы с засоленностью почв не 
способны полностью решить эту проблему из-за низкой эффективности, дороговизны и негативного 
влияния на окружающую среду [Wang et al. 2021]. Использование биологических методов, 
в частности, галотолерантных ростстимулирующих (PGP) бактерий может повысить устойчивость 
растений к солям и улучшить их продуктивность при избыточном содержании токсичных ионов. 
По сравнению с традиционными мерами, применение микробных агентов требует меньших 
материальных и финансовых затрат и является экологически чистым [Pan et al. 2022]. Помимо 
свойств, усиливающих рост и развитие растений (азотфиксация, фосфатмобилизация, антагонизм 
в отношении фитопатогенов, продукция различных метаболитов, индукция системной устойчивости 
и пр.) многие бактерии обладают широкими адаптивными возможностями, связанными, в первую 
очередь, с их способностью к формированию биопленок. Последние представляют собою сложные 
сообщества микроорганизмов, инкапсулированных в матрицу, состоящую из полисахаридов, 
нуклеиновых кислот, белков и липидов. Находясь внутри биопленки и взаимодействуя друг с другом 
посредством внутриклеточной коммуникации, микроорганизмы могут прикрепляться к любым 
поверхностям (в том числе, корням), сохраняя, тем самым, свою жизнеспособность при наличии 
многообразных стрессовых факторов внешней среды, а также способствуя защите растений 
от токсического действия солей [Ramasamy, Mahawar 2023; Brokate et al. 2024].  

Люпин является ценной зернобобовой культурой, которая содержит большое количество 
белка, витаминов и минералов и идет на производство кормов для животноводства – зерна и 
зеленой массы. Также он широко используется в качестве сидерата – его посевы обогащают почву 
азотом и, благодаря мощной корневой системе, улучшают ее структуру. Продукты переработки 
люпина – мука, масло, белковые изоляты и гидролизаты используются в пищевой промышленности 
для изготовления функциональных продуктов питания и биологически активных добавок [Shaaban 
et al. 2022]. Люпин умеренно терпим к засухе, но очень чувствителен к солености среды [Hashem et 
al. 2023; Ihsan et al. 2024]. Инокуляция галотолерантными PGP бактериями могла бы способствовать 
повышению урожайности этой важной сельскохозяйственной культуры при выращивании 
в условиях засоления. 

Целью данной работы было выделение нового галотолерантного штамма бактерий 
и изучение его ростстимулирующих свойств и способности к образованию биопленки, в том числе 
в присутствии солей, а также оценка его влияния на биохимические и морфологические показатели 
растений люпина при засолении почвы. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

Штамм бактерий ANT22 был выделен из образца пахотной почвы с территории Республики 
Башкортостан (Россия) методом накопительных культур путем посева почвенной суспензии 
на среду МПА (ФБУН ГНЦ ПМБ, Россия) c 5% NaCl. Вид микроорганизмов устанавливали 
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секвенированием фрагмента гена 16S рРНК. Тотальную ДНК из бактериальных клеток выделяли 
с помощью набора реактивов «diaGene» («Диаэм», Россия). Амплификацию проводили 
с универсальными праймерами 27F и 1492R [Lane 1991]. Секвенирование выполняли 
на автоматическом секвенаторе Нанофор 05 («Синтол», Россия) с применением набора реактивов 
«GenSeq-100» («Синтол», Россия).  Поиск гомологичных нуклеотидных последовательностей 
проводили в базе данных EzBioCloud (http://www.ezbiocloud.net/taxonomy). 

Устойчивость штамма к засолению проверяли по визуальным параметрам роста по штриху 
на МПА с добавлением NaCl до конечной концентрации 1–15%. 

Фосфатмобилизирующую активность оценивали на среде Пиковской с ортофосфатом 
кальция [Пиковская 1948], через расчет индекса солюбилизации, т.е. отношения диаметра зоны 
просветления вокруг колонии бактерий к диаметру колонии.  

Для анализа количества индолил-3-уксусной кислоты (ИУК) в ультрафильтрате 
культуральной жидкости штамма его культивировали на среде следующего состава (г/л): пептон – 
10.0, дрожжевой экстракт – 3.0, глюкоза – 1.0, NaCl – 5.0. Содержание ИУК устанавливали 
с помощью высокоэффективной жидкостной хроматографии в системе LC-20 Prominence с диодно-
матричным детектором SPD-M20A («Shimadzu», Япония) [Стариков, Четвериков 2020].  

О наличии у штамма антагонизма в отношении фитопатогенных микромицетов судили 
по величине диаметра (мм) зоны ингибирования роста гриба вокруг колонии бактерии, выращенной 
на картофельно-глюкозном агаре (HiMedia Laboratories, Индия). В качестве тест-объектов 
использовали Bipolaris sorokiniana (Sacc.) Shoemaker (UIB F-9), Fusarium culmorum (W.G. Sm.) Sacc. 
(ВКМ 844), Alternaria alternatа (Fr.) Keissl. (ВКМ F-3047).  

Влияние хлорида натрия и сульфата магния на ростстимулирующие свойства штамма 
оценивали путем их добавления в среды для культивирования (3% масс.). 

Для количественного выявления способности бактерий к образованию биопленок, в том 
числе в присутствии хлорида натрия или сульфата магния (1–6% масс.), их выращивали на среде LB 
в модификации Lennox [Юшин и др. 2019] в полистироловых планшетах (Corning, США) в течении 
3 или 6 сут. Биопленки окрашивали кристаллическим фиолетовым [Coffey, Anderson 2014], после 
чего оценивали уровень его абсорбции по величине оптической плотности (OD) на планшетном 
ридере «Feyond-A300» с функциями спектрофотометра, люминометра и флуориметра («Allsheng», 
КНР) при длине волны 570 нм.  

Способность микроорганизмов к усилению роста растений люпина белого (Lupinus albus L., 
сем. Fabaceae) сорта Дега при засолении NaCl проверяли в лабораторном опыте в условиях 
светоплощадки (плотность потока фотонов ФАР 240 мкмоль/м2/с, фотопериод 14 ч). Трехсуточные 
проростки люпина замачивали на 20 мин в культуральной жидкости штамма (титр 105 КОЕ/мл), 
полученной на модифицированной среде LB. Контрольные проростки обрабатывали 
дистиллированной водой. Далее проростки по 5 шт. помещали в пластиковые сосуды с 400 г 
почвенно-песчаной смеси (9:1), содержащей NaCl (0.25% масс.). Продолжительность эксперимента 
14 сут. Влажность почвы поддерживали на уровне 60% от полной влагоемкости.  

На 10 сут опыта анализировали биохимические показатели растений. Содержание 
малонового диальдегида (МДА) устанавливали спектрофотометрическим методом путем реакции 
экстракта из листьев (экстрагент 10% трихлоруксусная кислота) с тиобарбитуровой кислотой 
[Uchiyama, Mihara 1978].  

Количество хлорофилла (a+b) и индекс азотного баланса (NBI) определяли с помощью 
портативного оптического анализатора DUALEX Scientific + (FORCE-A, Франция).  

После завершения эксперимента измеряли длину и сырую массу корней и побегов, а также 
сырую массу и количество листьев. 

http://www.ezbiocloud.net/taxonomy
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/dry-mass
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Эксперименты выполняли в трехкратной повторности. Статистическую обработку проводили 
с применением программ MS Excel 2010. Данные представлены как среднее ± стандартная ошибка. 
Достоверность различий оценивали по t-критерию Стьюдента (p < 0.05). 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

На сегодняшний день во всем мире засоленность почвы является одним из основных 
препятствий для производства продуктов питания. Для минимизации негативных последствий этого 
явления были разработаны многочисленные стратегии, такие как селекция и генная инженерия 
растений, агрохимические мероприятия, а также применение галотолерантных бактерий, 
способствующих росту растений [Ha-Tran et al. 2021]. Так, при солевом стрессе показано 
стимулирующее влияние солеустойчивых штаммов Pseudomonas paraalactis, Bacillus cereus, 
Sinorhizobium meliloti и Acinetobacter radioressistens на растения огурца [Pérez-García et al. 2025], 
а штамма Kocuria rhizophila Y1 – на растения кукурузы [Li et al. 2020].  

В настоящей работе в результате секвенирования фрагмента гена, кодирующего 16S pРHK 
(номер нуклеотидной последовательности в GenBank PZ142597), установлено, что изолят ANT22, 
выделенный на среде с 5% NaCl, имеет 100% сходства со типовым штаммом Bacillus atrophaeus JCM 
9070. Микроорганизм может расти в присутствии хлорида натрия в количестве 1–14% и является 
галотолерантным штаммом, что свидетельствует о возможности его интродукции в почву 
с повышенным содержанием солей.  

Однако для оценки перспективы применения в сельском хозяйстве следовало изучить, 
относится ли выделенный штамм к группе PGP микроорганизмов. Обычно обращают внимание 
на такие характеристики бактерий, как способность к улучшению минерального питания растений 
и синтезу веществ, непосредственно усиливающих их рост и развитие, а также к подавлению 
жизнедеятельности фитопатогенных микроорганизмов, микромицетов, в частности [Gómez-Godínez 
et al. 2023; Hasan et al. 2024]. У B. atrophaeus ANT22 выявлен ряд свойств, положительно влияющих 
на растения, таких как: продукция ИУК, растворение неорганического фосфата, антагонизм 
в отношении фитопатогенных микромицетов разных родов. Кроме того, штамм способен 
к пленкообразованию (таблица 1). 

 
Таблица 1. Свойства штамма B. atrophaeus 
ANT22 и влияние на них солей 

Table 1. Properties of strain B. atrophaeus ANT22 
and the effect of salts on them 

Свойство Среда LB Среда LB c NaCl (3% 
масс.) 

Среда LB c MgSO4 

(3% масс.) 
Индекс солюбилизации 1.5±0.1 1.5±0.1 1.1±0.1 
Продукция ИУК, нг/мл 586.3±32.4 не обнаружена не обнаружена 
Диаметр зоны 
задержки роста, 
мм 

B. sorokiniana 25.2±1.3 15.1±0.9 10.5±0,7 
F. culmorum 10.4±0.8 10.6±0.9 7.5±0,5 
A. alternatа 10.4±0.7 10.2±0.8 8.1±0,4 

Плотность биопленки при OD570 0.463±0.025 0.468±0.029 0.373±0.021 
 
Так как предполагается, что штамм может быть использован для стимуляции роста растений 

при засолении, то было интересно изучить как проявляются его PGP свойства в этих условиях. 
Наличие в среде хлорида натрия резко снижало синтез ИУК до полного отсутствия при детекции 
используемым методом, но не оказывало какого-либо эффекта на способность к растворению 
фосфата (индекс солюбилизации оставался равным 1.5) (таблица 1). Ранее показано, что 
присутствие NaCl может по-разному влиять на ростимулирующие свойства галотолерантных 
микроорганизмов, в том числе как усиливать, так и подавлять фосфатмобилизацию и продукцию 
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ИУК [Saleem et al. 2021; Kapadia et al. 2022; Radhakrishnan, Krishnasamy 2024; Loganathan et al. 
2026]. Воздействие соли на антагонистическую активность штамма было неоднозначным – диаметр 
зоны задержки роста F. culmorum и A. alternatа не изменился, однако в случае с B. sorokiniana 
произошло уменьшение этого показателя на 60%. Внесение NaCl не влияло на образование 
биопленки (OD570 составляла 0.468 и 0.463 соответственно) (таблица 1). 

Что касается сульфата магния, то он оказывал более выраженный отрицательный эффект 
на все изученные свойства ANT22 (таблица 1). Его добавление в среду приводило к полному 
ингибированию выработки ИУК, снижению индекса солюбилизации, уменьшению 
антагонистической активности, а также плотности биопленки. 

При более подробном исследовании процесса пленкообразования в присутствии различных 
концентраций хлорида натрия и сульфата магния показано, что независимо от длительности 
культивирования наличие 1–2% NaCl или MgSO4 увеличивало интенсивность пленкообразования 
по сравнению с исходной средой (таблица 2). Более значительное засоление (4–6%) ингибировало 
образование биопленки, однако при данных концентрациях хлорида натрия она была более 
стабильной. 

 
Таблица 2. Влияние концентрации NaCl и MgSO4 
и времени культивирования на образование 
биопленки (ODопыт/ODконтроль)* 

Table 2. Effect of NaCl and MgSO4 concentrations 
and cultivation time on biofilm formation 
(ODtest/ODcontrol)* 

Вариант 
Время культивирования, сут 

3 6 
Среда LB 5.79±0.31 2.75±0.16 

Содержание соли в среде, % NaCl MgSO4 NaCl MgSO4 
1 7.44±0.35 9.16±0.67 4.81±0.29 4.00±0.24 
2 7.33±0.40 6.51±0.43 3.95±0.20 3.88±0.22 
3 5.85±0.31 4.66±0.24 2.93±0.18 3.33±0.19 
4 2.53±0.12 2.81±0.18 2.90±0.17 2.12±0.15 
5 2.33±0.15 2.04±0.15 2.94±0.20 1.75±0.14 
6 1.40±0.09 1.66±0.11 2.91±0.16 1.26±0.08 

Примечание . * – отношение OD, измеренной в 
вариантах с инокуляцией, к OD контрольного 
варианта (без инокуляции). 

Note. * is the ratio of the OD measured in variants with 
inoculation to the OD of the control variant (without 
inoculation). 

 
Оценку влияния бактеризации на рост и развитие люпина проводили при его выращивании 

в сосудах с хлоридно-натриевым типом засоления почвы.  NaCl негативно влиял 
на морфологические параметры растения – наблюдалось подавление роста корней (на 29.9%) 
и уменьшение их массы (на 23.6%) (таблица 3). Как уже писалось выше, люпин не является 
солеустойчивой культурой и в условиях засоления его рост угнетается [Hussien 2022; Hashem et al. 
2023; Ihsan et al. 2024]. Наиболее вероятной причиной этого может быть, как уменьшение 
доступности влаги за счет снижения водного потенциала почвенного раствора, что вызывает 
дегидратацию клеток растений, так и непосредственное токсическое действие повышенного 
содержания ионов натрия и хлора. Последнее проявляется в подавлении активности ферментов, 
возрастании количества активных форм кислорода, развитии окислительного стресса и 
уменьшении поглощения необходимых питательных элементов, таких как кальций и калий. 
Считается что, в общем, угнетающее действие хлорида натрия на растения связано с нарушением 
водного баланса и ионного гомеостаза [Saddiq et al. 2021; Balasubramaniam et al. 2023]. 

Сравнение ростовых характеристик бактеризованнных и не бактеризованных растений 
люпина свидетельствует о том, что ANT22 усиливал их рост, что наиболее заметно проявилось 
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при засолении (таблица 3). Так, не оказывая значимого эффекта на длину и массу корней 
при нормальных условиях, инокуляция увеличивала эти показатели в присутствии NaCl на 46.5 
и 48.3% соответственно (по сравнению с аналогичным вариантом с засолением, но без внесения 
бактерий), доводя их до контрольных значений и выше. Возможной причиной этого может быть 
способность изучаемого микроорганизма к образованию биопленки на корнях, которая защищает 
их от токсического действия хлорида натрия [Çam et al. 2023; Thakur, Yadav 2024]. В дальнейшем 
хорошо развитая корневая система будет содействовать успешному росту растений за счет 
обеспечения им доступа к воде и питательным веществам, залегающим в более глубоких слоях 
почвы. 

 
Таблица 3. Морфологические и биохимические 
параметры растений 

Table 3. Morphological and biochemical 
parameters of plants 

Параметр Контроль ANT22 NaCl NaCl + ANT22 

Длина, см 
корень 19.17±1.23b 19.13±1.31b 13.43±0.91а 19.67±1.22b 
побег 11.25±0.70а 13.67±0.89b 11.47±0.55а 12.85±0.67b 

Масса, г 
корень 0.72±0.05b 0.71±0.05b 0.60±0.03a 0.89±0.07c 
побег 2.12±0.12а 2.58±0.13b 2.29±0.14а 2.93±0.18с 

Количество листьев, шт. 4.02±0.26а 4.01±0.23а 3.70±0.18а 5.06±0.34b 
Масса листьев, г 1.06±0.06b 1.53±0.09c 0.81±0.05а 1.06±0.07b 
Хлорофилл, мкг/cм2 35.98±2.61b 37.49±2.85b 31.21±2.10а 37.87±2.90b 
NBI, у.е. 90.03±4.06a 89.39±5.43a 87.05±5.10a 90.65±5.89a 
МДА, мкмоль/г 29.11±1.71a 36.23±2.12b 47.85±3.05c 34.68±2.34b 

Примечание. Статистически значимые различия 
средних значений для каждого показателя отмечены 
разными буквами (p ≤ 0.05). Сравниваются значения 
в строках. 

Note. Statistically significant differences in the 
average values for each indicator are marked with 
different letters (p < 0.05). The values are compared in 
rows. 

Так как люпин является важной кормовой культурой, то значимым критерием 
эффективности бактериальной обработки является величина его наземной биомассы. В варианте 
без солевой нагрузки инокуляция штаммом ANT22 увеличивала длину и массу побега (на 21.5 и 
21.7%), а также массу листьев (на 44.3%) по сравнению с контролем (таблица 3). При засолении 
интродукция микроорганизмов приводила к удлинению побега на 12.0% и возрастанию его массы 
на 27.9%, а также положительно влияла на количество листьев и их массу. Прибавка этих 
показателей относительно неинокулированных растений в почве с NaCl составила 36.8 и 30.9% 
соответственно.  

Угнетающее действие хлоридного засоления на ассимиляционный аппарат растений 
наиболее заметно проявляется в ингибировании синтеза фотосинтетических пигментов. Снижение 
уровня хлорофилла вызвано увеличением активности фермента хлорофиллазы, что, в свою 
очередь, приводит к нарушению структуры хлоропласта и дестабилизации пигмент-белкового 
комплекса. Окисление фотосинтетических пигментов является дополнительной причиной 
образования активных форм кислорода и способствует развитию окислительного стресса 
у растений [Wungrampha et al. 2018; Hannachi et al. 2022]. Имеется много сообщений, в которых 
подчеркивается важность определения содержания хлорофилла в оценке реакции растений на 
экологические стрессы и, в частности, стресса, связанного с засолением [Agha et al. 2023; Koźmińska 
et al. 2024]. В настоящем исследовании присутствие соли подавляло образование хлорофилла 
на 13.3% по сравнению с контролем. При этом отмечена тенденция усиления его выработки 
у инокулированных штаммом ANT22 растений в почве без NaCl, но достоверное увеличение 
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синтеза пигмента на 21.3% наблюдалось только у бактеризованнных растений, которые росли 
в засоленной почве (таблица 3). 

Соотношение между количеством хлорофилла и флавоноидов описывается индексом 
азотного баланса растений, который является показателем изменения соотношения N : С в листьях 
и напрямую коррелирует с содержанием азота в зеленой массе. Его считают индикатором азотного 
статуса растений – чем выше значения NBI, тем значительнее содержание азота [Fan et al. 2022]. 
В данной работе не было обнаружено достоверных отличий между этим показателем в различных 
вариантах опыта. 

Вызванный соленостью окислительный стресс часто измеряется с помощью малонового 
диальдегида, который является конечным продуктом перекисного окисления липидов. 
При избыточных количествах NaCl происходит образование свободных радикалов, которые 
индуцируют распад полиненасыщенных жирных кислот клеточной мембраны и накопление МДА 
в растительных тканях увеличивается [Villalobos-López et al. 2022]. В описываемом эксперименте 
засоление привело к росту содержания этого соединения в листьях люпина в 1.6 раза, что указывает 
на наличие сильного окислительного стресса (таблица 3). Несмотря на то, что у растений в почве 
без соли бактеризация штаммом ANT22 вызвала повышение количества МДА, использование 
микроорганизмов на растениях, посаженных в почву с NaCl, снижало в них его уровень в 1.4 раза 
по сравнению с необработанными вариантами. Вероятно, это происходило за счет сокращения 
накопления активных форм кислорода и ослабления окислительного повреждения клеток. 
Аналогичное уменьшение накопления МДА при солевом стрессе в результате бактеризации также 
зафиксировано у других растений [Khan et al. 2021; Neshat et al. 2022]. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Выделен штамм галотолерантных бактерий Bacillus atrophaeus ANT22, обладающий 
антагонистической активностью в отношении фитопатогенных микромицетов (B. Sorokiniana, 
F. сulmorum, A. alternatа), способностью к растворению фосфата (индекс солюбилизации 1.5), 
продукции ИУК (586.3 нг/мл) и образованию биопленки. В модельном эксперименте с засолением 
почвы хлоридом натрия (0.25% масс.) показано, что инокуляция семян люпина этим штаммом 
приводила к улучшению морфологических показателей растений (возрастанию массы и длины 
корней (на 48.3 и 46.5% соответственно) и побегов (на 27.9 и 36.8% соответственно), увеличению 
числа листьев на 36.8% и их массы на 30.9%), а также к снижению окислительного стресса за счет 
активизации образования хлорофилла (его содержание повысилось на 21.3%) и уменьшения уровня 
МДА в 1.4 раза. 

Таким образом, галотолерантный пленкообразующий PGP штамм B. atrophaeus ANT22 имеет 
определенные перспективы для применения в качестве средства для повышения устойчивости 
чувствительных растений к солевому стрессу и стимулирования их роста в условиях засоления почв. 
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