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В эпоху глобальной индустриализации происхо-
дит быстрое и значительное загрязнение окружаю-
щей среды, в том числе сельскохозяйственных уго-
дий [1]. Наиболее опасными отходами для человека 
являются ксенобиотики и тяжелые металлы (ТМ). 
К наиболее распространенным и токсичным отно-
сят свинец (Pb), никель (Ni), хром (Cr) и другие [2]. 
Многие из этих загрязнителей окружающей среды 
канцерогенны как для человека, так и для всей эко-
системы. По мере поглощения организмом ТМ, они 
способны накапливаться в мозге, печени и почках 
человека [3]. Металлы необходимы для биологиче-
ских процессов в организме, но их избыточное ко-
личество токсично. Угнетение роста растений про-
исходит в результате снижения фотосинтеза, мине-
рального питания и активности жизненно важных 
ферментов, что наносит огромный ущерб сельскому 
хозяйству, так как происходит снижение урожайно-
сти растений. Токсическое действие металлов вли-
яет на развитие, обмен веществ, ингибируя цито-
плазматические ферменты в  растительных клет-
ках и вызывая окислительный стресс в клеточных 

структурах. Обнаружено, что вредные металлы на-
капливаются в почве, ингибируют рост популяций 
бактерий, препятствуют их симбиозу с растениями 
и значительно снижают урожайность растений [3]. 
Решением этой проблемы может стать использова-
ние ростостимулирующих бактерий (PGPВ, Рlant 
Growth Promoting Bacteria), которые не теряют свои 
свойства даже в присутствии токсинов. Биопрепара-
ты на основе таких PGPВ могут стать эффективным 
решением в переходе к органическому сельскому 
хозяйству [1].

Давно известно, что бактерии рода Pseudomonas 
имеют высокую PGPВ активность, но, кроме того, 
имеют и повышенный биоремедиационный потен-
циал. Например, Pseudomonas sp. S2–3 значитель-
но увеличивал физиологические характеристики 
растений сорго (Sorghum bicolor L.) в присутствии 
Cu и Zn [4]. P. citronellolis KM594397 показал вы-
сокую толерантность к  As (V), при этом стиму-
лировал рост растений нута (Cicer arietinum L.) 
[5]. Pseudomonas sp. NT27 увеличивал сухую массу 
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побегов и корней Medicago sativa L. в присутствии 
Cr(VI) по сравнению с неинокулированными кон-
трольными растениями. При этом значительно 
увеличивалось содержание хлорофилла, и  сни-
жался уровень маркеров стресса (малонового ди-
альдегида, перекиси водорода и пролина) в расте-
ниях [6]. Таким образом, PGPВ могут увеличивать 
рост и продуктивность растений через уменьшение 
токсического воздействия ТМ, и напрямую, через 
продукцию фитогормонов и факторов роста. Дей-
ствительно, такие бактерии участвуют в стимули-
ровании роста растений и снижении степени ток-
сического воздействия ТМ на них [7].

Большой вред оказывают не только ТМ, но 
и ксенобиотики, к которым относится и гербицид 
глифосат. Глифосат (N-(фосфонометил) глицин) 
является наиболее эффективным и  широко ис-
пользуемым гербицидом во всем мире [8, 9]. Благо-
даря низкой стоимости и высокой эффективности, 
его производство и использование растет с каждым 
годом, составляя около 25% мирового рынка гер-
бицидов [10]. Из-за повсеместного применения 
глифосата в борьбе с сорняками в сельском хозяй-
стве, его часто обнаруживают в воде, почве, возду-
хе и грунтовых водах, а также в продуктах питания 
[11]. Токсическое воздействие глифосата связы-
вают с его влиянием на репродуктивную систему 
крыс, появлением врожденных дефектов и повы-
шением риска метаболических патологий печени 
животных [12]. Кроме того, было установлено, что 
он существенно влияет на встречаемость патоло-
гий у крыс поколений F2 и F3, на которых не ока-
зывалось постоянного прямого воздействия этого 
гербицида. Все это указывает на то, что глифосат 
является токсичным экополлютантом в пролонги-
рованном периоде [13]. Также показано, что глифо-
сат и продукты его разложения могут нарушать ми-
кробиоту кишечника млекопитающих, домашних 
птиц, рептилий, а также медоносных пчел [14–16].

Наиболее перспективной и экологичной стра-
тегией удаления ксенобиотиков из окружающей 
среды является микробная деградация глифоса-
та [17]. К  микроорганизмам, способным эффек-
тивно разлагать глифосат, относятся и бактерии 
рода Pseudomonas [18, 19]. Показана возможность 
Pseudomonas sp. QJX-1 [20] и других штаммов псев-
домонад (GA07, GA09 и GC04) использовать гли-
фосат в качестве источников питания для роста 
[21]. У Pseudomonas sp. HA-09 описан ген устойчи-
вости к глифосату aroA [22]. Все это дает возмож-
ность считать, что использование псевдомонад для 
биодеградации глифосата может быть эффектив-
ным методом утилизации токсичных соединений, 
присутствующих в окружающей среде.

Цель исследований – оценка влияния штам-
ма Pseudomonas sp. OBA 2.4.1 на рост растений го-
роха посевного при разных концентрациях NiCl2, 
Pb(CH3COO)2 и глифосата.

МЕТОДИКА

Бактериальная обработка корней проростков горо-
ха. Для визуализации способности Pseudomonas sp. 
OBA 2.4.1 колонизировать корневые волоски рас-
тений гороха штамм трансформировали плазмидой 
pJN105TurboRFP. Для удобства детектирования 
бактерий штамм содержал ген флуоресцентного 
белка RFP (red fluorescent protein) [23]. Стериль-
ные семена проращивали в течение 1 недели на 
влажной фильтровальной бумаге в чашках Петри. 
Затем проростки выдерживали при покачивании 
(25 об./мин) в бактериальной суспензии в 50 мМ 
фосфатном буфере (PBS, рН 7.2, “Merck”, Герма-
ния). Для приготовления суспензии использовали 
односуточные культуры бактерий, выращенные 
в жидкой среде LB (бактотриптон – 1%, дрожже-
вой экстракт – 0.5%, NaCl – 0.5%, агар-агар – 1%) 
и отмытые от PBS. Суспензию бактерий разбавля-
ли до концентрации 105 КОЕ/мл. Растения выра-
щивали в стерильных условиях 3 сут при 25°C. За-
тем проростки однократно отмывали стерильным 
PBS (5 мин при 25 об./мин) и нарезали корни на 
фрагменты длиной 10–15 мм для микроскопиро-
вания [24]. Далее флуоресцентно окрашенные бак-
терии наблюдали в флуоресцентном микроскопе 
AxioImager M1 (“CarlZeiss”, Германия). Для детек-
ции RFP использовали набор светофильтров № 15 
(возбуждение BP 546/12, испускание LP 590).

Выращивание штамма Pseudomonas sp. OBA 
2.4.1. на питательных средах с ТМ и глифосатом. 
Для определения минимальной ингибирующей 
концентрации ТМ и  глифосата для исследуемо-
го штамма был поставлен in vitro эксперимент на 
твердой среде LB. Исходные растворы ТМ – NiCl2 
и Pb(CH3COO)2 готовили в дистиллированной воде 
и стерилизовали. Глифосат готовили из гербицида 

“Торнадо-500” (“Август”, Россия), в качестве ис-
ходного раствора использовали 50%-ный стериль-
ный разведенный препарат. Далее культуру кле-
ток выращивали в течение 24 ч на чашках Петри 
со средой LB с добавлениями NiCl2 (1, 3 и 5 мМ), 
Pb(CH3COO)2 (1, 3, 5 и 8мМ) и глифосата (3.0, 6.0, 
8.0, 10.0 мг/мл) по отдельности. После инкубации 
в термостате в течение 24 ч при 28°C исследовали 
рост клеток. При таких же условиях был исследован 
рост Pseudomonas sp. OBA 2.4.1+ pJN105TurboRFP.

Обработка растений штаммом Pseudomonas sp. 
OBA 2.4.1. Семена растений гороха сорта Памя-
ти Попова (Чишминский селекционный центр 
БНИИСХ УФИЦ РАН) стерилизовали в течение 
1 мин в 70%-ном спирте и затем 15 мин в 15%-ном 
растворе гипохлорита натрия (“Содовая компа-
ния”, Россия) с добавлением нескольких капель 
Tвин-20 [24]. Далее семена обрабатывали штам-
мом Pseudomonas sp. OBA 2.4.1/Pseudomonas sp. OBA 
2.4.1 + pJN105TurboRFP и проращивали на филь-
тровальной бумаге в стерильной воде (контроль) 
и  в  различных концентрациях NiCl2 (1 и  2 мМ), 
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Pb(CH3COO)2 (1 и 2 мМ) и глифосата (3 и 6 мг/мл). 
Для инокуляции суспензию бактерий разбавля-
ли до 105 КОЕ/мл стерильной жидкой средой LB. 
Для определения ростостимулирующего эффекта 
штамма у обработанных и необработанных (кон-
трольных) растений измеряли длину корней через 
7 сут культивирования. Для анализа было исполь-
зовано по 50 растений в каждом варианте опыта 
при трехкратной повторности.

Статистическая обработка результатов. Данные 
представлены в  виде средних арифметических 
значений ростовых (n  = 50) параметров с  дове-
рительными интервалами. При сравнении групп 
растений, различающихся условиями выращива-
ния, выявляли статистически значимые отличия 
изученных параметров по сравнению с контролем 
с учетом t-критерия Стьюдента для 95%-ного уров-
ня значимости. Критический уровень значимости 
при проверке статистических гипотез в исследова-
нии принимался равным 0,05. Результаты исследо-
ваний были обработаны с использованием пакета 
прикладных программ Microsoft Exсel 2010.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Описание штамма Pseudomonas sp. OBA 2.4.1. 
Защитный и  ростостимулирующий эффекты до-
стигались благодаря продукции целого ряда ак-
тивных соединений, стимулирующих рост расте-
ний, например, фитогормонов и сидерофоров [1]. 
Ранее для штамма Pseudomonas sp. OBA 2.4.1 были 
описаны выделение, идентификация с помощью 
секвенирования нуклеотидных последовательно-
стей фрагментов консервативного гена 16S рРНК 
и гена rpoD, кодирующего бактериальный фактор 
инициации транскрипции [25]. Также была опи-
сана способность штамма синтезировать сидеро-
форы и ИУК, способность расти при концентра-
ции 1мМ CdCl2 в среде, а также улучшение энер-
гии прорастания семян и рост растений Medicago 
sativa L. и Pisum sativum L. при стрессовом воздей-
ствии 0.5 мМ кадмия в среде [23, 25–27].

Для исследования способности штамма к  по-
верхностной колонизации корней растений горо-
ха, бактерии были трансформированы вектором 
pJN105TurboRFP для их визуализации с помощью 

флуоресцентного микроскопа [23]. Анализ уровня 
колонизации после 3 сут совместного культивиро-
вания показал формирование на поверхности кор-
невых волосков проростков гороха бактериальных 
агломераций, микроколоний и биопленок (рис. 1).

Рост штамма Pseudomonas sp. OBA 2.4.1. на пи-
тательных средах с ТМ и глифосатом. Микроор-
ганизмы могут по-разному переносить токсич-
ность металлов [3]. Устойчивые к воздействию ТМ 
штаммы бактерий, обладающие ростостимулиру-
ющим действием, имеют особую ценность. В рам-
ках нашего исследования был изучен рост штамма 
Pseudomonas sp. OBA 2.4.1 на средах с добавлением 
различных концентраций ТМ и гербицида. Пока-
зано, что на средах с добавлением NiCl2 до 3 мМ он 
способен активно расти, а при концентрации 5 мМ 
роста не было (рис. 2а). При посеве штамма на сре-
ды с различными концентрациями Pb(CH3COO)2 
было показано, что он был способен расти на среде 
LB с добавлением 3 мМ Pb(CH3COO)2, а при вне-
сении 5 мМ было заметно значительное угнетение 
роста бактерий, а при 8 мМ роста уже практически 
не наблюдалось (рис. 2б). На средах с добавлением 
глифосата Pseudomonas sp. OBA 2.4.1 рос при кон-
центрации до 6 мг/мл, ингибировался при 8 мг/мл, 
при 10 мг/мл роста бактерий не было (рис. 2в).

Результаты показали достаточно высокую устой-
чивость исследуемого штамма к токсическому воз-
действию ТМ и  глифосата. Наибольшую токсич-
ность при меньшей концентрации показал NiCl2.

Таким же образом была проведена оценка 
устойчивости к ТМ и глифосату модифицирован-
ного штамма Pseudomonas sp. OBA 2.4.1 с плазми-
дой pJN105TurboRFP, который имел яркую розо-
вую окраску при росте на среде. На рис. 3 показано, 
что полученный трансформированный штамм не 
терял своей устойчивости к исследуемым токсинам 
и показал такие же результаты, как и нетрансфор-
мированный штамм.

Бактерии могут сорбировать, поглощать либо 
окислять в  более мобильную соль ТМ из окру-
жающей среды. Например, устойчивый к свинцу 
психротрофный штамм Pseudomonas sp. I3 слу-
жил биосорбентом для удаления Pb(II) из сточ-
ных вод, при этом минимальная ингибирующая 

Рис. 1. Адгезия меченых RFP бактериальных клеток на поверхности корневых волосков проросших семян гороха 
под флуоресцентным микроскопом AxioImager M1 (“CarlZeiss”, Германия).
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концентрация ТМ составила 7.5 мМ [28]. Другие 
исследования показали, что фосфатмобилизую-
щий штамм P.  rhodesiae HP-7 имел высокую эф-
фективность при рекультивации почв, загрязнен-
ных свинцом [29]. Описаны исследования, где 
штамм P. hibiscicola L1 одновременно удалял ни-
траты и Ni(II) из сточных вод [30]. Псевдомонады 
показывали самую высокую способность к погло-
щению никеля из среды по сравнению с бактерия-
ми – представителями других родов [31], а изоляты, 
выделенные из ила и сточных вод, имели множе-
ственную устойчивость к ТМ, в том числе к нике-
лю в концентрации до 160 мкг/мл [32]. Фосфат-
мобилизующие изоляты, принадлежащие к роду 
Pseudomonas sp., показали высокую устойчивость 
к глифосату и способность метаболизировать дан-
ный гербицид [33].

Анализ влияния Pseudomonas sp. OBA 2.4.1 на 
рост растений гороха в присутствии ТМ и глифосата. 
Для анализа влияния штамма Pseudomonas sp. OBA 
2.4.1/Pseudomonas sp. OBA 2.4.1+pJN105TurboRFP 
на рост и развитие растений гороха, была проведе-
на обработка семян бактериями и измерение дли-
ны корней проростков гороха в процессе роста при 
воздействии стресса. Обработка семян растений го-
роха исходным и трансформированным штаммами 
показала увеличение длины корней на 32.3%. При-
сутствие NiCl2 оказало негативное влияние на рост 
растений, длина корней проростков уменьшалась 

относительно контроля в  присутствии 1 и  2  мМ 
NiCl2 на 62.7 и 67.6% соответственно. У инокули-
рованных псевдомонадами растений длина корней 
уменьшалась на 49.9 и 54.9% соответственно отно-
сительно контроля (рис. 4). Штамм Pseudomonas sp. 
OBA 2.4.1, также как и рекомбинантный, сохраня-
ли свои ростостимулирующие свойства даже при 
токсическом влиянии ТМ на семена гороха, что 
может свидетельствовать о  защитном действии 
бактерий на растения при стрессе на начальном 
этапе своего роста.

По литературным данным известно, что приме-
нение ростостимулирующих бактерий P. fluorescens 
20, P. fluorescens 21 и P. putida 23 в присутствии ни-
келя (300  мг/кг в  почве) значительно уменьша-
ло токсическое воздействие на растения яровой 
пшеницы (Triticum aestivum L.) [34]. Бактериаль-
ные штаммы рода Pseudomonas увеличивали био-
массу растений нута (Cicer arietinum L.) в вегетаци-
онном опыте при концентрации никеля до 2 мM 
[35]. Применение Pseudomonas sp. SRI2 также зна-
чительно увеличило биомассу горчицы сарептской 
(Brassica juncea L.) при выращивании на загрязнен-
ных никелем почвах [36].

Анализ влияния штамма Pseudomonas sp. OBA 
2.4.1/Pseudomonas sp. OBA 2.4.1 + pJN105TurboRFP 
на рост и развитие растений гороха при стрессо-
вом воздействии Pb(CH3COO)2 показал, что при 
концентрации 1 и 2 мМ этого ТМ длина корней 

Рис. 2. Рост штамма Pseudomonas sp. OBA 2.4.1 при различных концентрациях NiCl2 (а) и Pb(CH3COO)2 (б) и на 
глифосате (в).
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Рис. 3. Рост штамма Pseudomonas sp. OBA 2.4.1, трансформированного вектором pJN105TurboRFP при различных 
концентрациях NiCl2 (а) на Pb(CH3COO)2 (б) и глифосата (в).

проростков уменьшалась относительно необра-
ботанных контрольных растений на 53.5 и 60.5%, 
а у инокулированных псевдомонадами растений 
длина корней уменьшалась на 13.9 и 36.5% соот-
ветственно (рис. 5).

Полученные результаты показали, что инокуля-
ция псевдомонадами семян гороха оказывала поло-
жительное влияние на рост корней проростков, что 
может указывать на защитные свойства бактерий.

Установлено, что инокуляция ростостимулиру-
ющим штаммом P. otitidis SMHMP23, способным 
мобилизовать Ni и Pb в почве, значительно увели-
чивала рост Brassica juncea L. [37]. Ростостимули-
рующий штамм Pseudolabrys taiwanensis WRS8 уве-
личивал биомассу растений кориандра (Coriandrum 
sativum L.) на 25–48%, при этом снижал содержа-
ние свинца и кадмия в съедобных частях на 40–
59% по сравнению с контролем [38].

Учитывая широкий метаболический потенци-
ал Pseudomonas sp., актуально изучение их взаимо-
действия и с гербицидами. Применение глифосата 
под разными коммерческими названиями приве-
ло к практически повсеместному присутствию его 
остатков в окружающей среде.

В работе установлено, что штамм Pseudomonas 
sp. OBA 2.4.1 был способен расти на питательной 
среде с  добавлением глифосата в  концентрации 
до 6 мг/мл, значительно тормозился при 8 мг/мл, 

а при 10 мг/мл роста бактерий не наблюдалось. Для 
изучения влияния штамма Pseudomonas sp. OBA 
2.4.1 на рост и  развитие растений гороха, была 
проведена обработка семян при стрессовом воз-
действии глифосата.

Глифосат значительно ингибировал рост 
и энергию прорастания семян гороха. Так, в при-
сутствии глифосата 3 и 6 мг/мл длина корней про-
ростков уменьшалась относительно контроля на 
83 и 84.6%, а у инокулированных бактериями рас-
тений длина корней уменьшилась на 74.4 и 76.7%, 
соответственно (рис. 6).

Даже визуально глифосат показал самое силь-
ное ингибирование роста семян гороха по срав-
нению с ТМ, при этом обработка исследуемым 
штаммом бактерий, устойчивым к  таким кон-
центрациям гербицида, не оказывала значитель-
ного положительного эффекта на рост растений. 
Полученные результаты показывают, что штамм 
Pseudomonas sp. OBA 2.4.1, несмотря на устойчи-
вость к  токсическому действию глифосата, не 
способен нейтрализовать негативное действие 
гербицида на растения.

Во всех исследованиях показано, что рекомби-
нантный штамм имел такие же свойства, как и ис-
ходный, полученные данные не имели достовер-
ных различий от результатов, показанных нетранс-
формированным штаммом.
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Рис. 4. Растения гороха (а) и длина корней проростков (б) при стрессовом воздействии NiCl2: 1 – необработанные 
семена; 2 – обработанные псевдомонадами семена; 3 – необработанные семена в присутствии 1 мМ NiCl2; 4 – об-
работанные псевдомонадами семена в присутствии 1 мМ NiCl2; 5 – необработанные семена в присутствии 2 мМ 
NiCl2; 6 – обработанные псевдомонадами семена в присутствии 2 мМ NiCl2.

* Статистически значимые отличия от контроля (р < 0.05).

Рис. 5. Растения гороха (а) и длина корней проростков (б) при стрессовом воздействии Pb(CH3COO)2: 1 – не-
обработанные семена; 2 – обработанные штаммом Pseudomonas sp. OBA 2.4.1 семена; 3 – необработанные семена 
в присутствии 1мМ Pb(CH3COO)2; 4 – обработанные псевдомонадами семена в присутствии 1 мМ Pb(CH3COO)2; 
5 – необработанные семена в присутствии 2 мМ Pb(CH3COO)2; 6 – обработанные псевдомонадами семена в при-
сутствии 2 мМ Pb(CH3COO)2.

* Статистически значимые отличия от контроля (р < 0.05).

Таким образом, устойчивость растений к токси-
ческому действию ТМ могла быть обусловлена более 
эффективным ростом корней обработанных расте-
ний за счет положительного действия веществ, выде-
ляемых PGPВ, и снижению концентраций и накопле-
ния ТМ в корневой системе растений. По-видимому, 

способность бактерий колонизировать поверхность 
корней имела большое значение для снижения ток-
сичности ТМ для растений и окружающей среды.

Бактерии имеют ряд преимуществ перед тра-
диционными методами восстановления окружа-
ющей среды, включая улучшение качества почвы, 
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ускорение развития растений и т. д. [3]. Получен-
ные в  настоящем исследовании результаты под-
твердили способность штамма Pseudomonas sp. OBA 
2.4.1 как PGPВ, способствовать росту и развитию 
семян гороха Pisum sativum L. при стрессовом воз-
действии ТМ, что может быть использовано для 
создания биопрепаратов комплексного действия, 
предназначенных как для защиты культурных рас-
тений от воздействия ТМ, так и для рекультивации 
сельскохозяйственных загрязненных почв.

Работа была выполнена с  привлечением при-
борного парка ЦКП “Биомика” (Отделение био-
химических методов исследований и нанобиотех-
нологии РЦКП “Агидель”) и УНУ “КОДИНК”.
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Use of Strain Pseudomonas sp. OBA 2.4.1 for Pre-Sowing Treatment of Pea Seeds 
(Pisum sativum L.) in the Presence of Heavy Metals and Glyphosphate

L. R. Khakimovaa, *, O. V. Chubukovaa, Z. R. Vershininaa, b

aInstitute of Biochemistry and Genetics – Subdivision of the Ufa Federal Research Centre  
of the Russian Academy of Sciences, Ufa, 450054 Russia 

bUfa State Petroleum Technological University (USPTU), Ufa, 450064 Russia 
*e-mail: lili-nigmatullina@bk.ru

The effect of the PGPB strain of bacteria Pseudomonas sp. was studied. OBA 2.4.1, resistant to NiCl2 
(up to 3 mM), Pb(CH3COO)2 (up to 5 mM) and glyphosate (up to 8 mg/ml), on Pisum sativum L. 
plants at different concentrations of HMs and herbicide. It was found that the strain under study had a 
positive effect on the length of the roots of pea plant seedlings in the presence of HM, which indicates 
an increase in the plant’s resistance to stress caused by exposure to nickel and lead. However, this effect 
was not recorded in the experimental version with the addition of glyphosate, which confirmed its high 
toxicity. The results obtained indicate that the strain Pseudomonas sp. OBA 2.4.1 promoted the growth 
of Pisum sativum L. under stress exposure to nickel and lead, which can be used in the development of 
complex-action biological products intended both to protect agricultural plants from the effects of heavy 
metals and to reclaim contaminated soils.

Keywords: Pseudomonas sp., heavy metals, glyphosate, PGPВ, Pisum sativum L., lead, nickel 


