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ВВЕДЕНИЕ

Ризобактерии, способствующие росту растений 
(PGPR) – это полезные ризосферные свободноживу‑
щие микроорганизмы, которые участвуют в стимули‑
ровании роста растений. PGPR обитают в ризосфере 
и корнях растений, благоприятно влияя на их рост 
и развитие и способствуя антагонизму с фитопатоге‑
нами. Такие ризобактерии используют для повыше‑
ния урожайности сельскохозяйственных культур при 
нормальных и стрессовых условиях [1]. Они усилива‑
ют рост растений за счет создания индуцированной 
системной устойчивости (ISR), высокой конкуренто‑
способности, защиты растений от биотических аген‑
тов и др. [2]. Ризосфера представляет собой сложную 
и гетерогенную зону вокруг корней растений, коло‑
низированную многими микроорганизмами, включая 

бактерии родов Pseudomonas и Rhizobium. Pseudomonas 
sр. являются широко распространенными бактерия‑
ми в ризосферной зоне и обладают многими харак‑
теристиками PGPR, включая быстрый рост in vitro, 
высокую конкурентоспособность и колонизацию 
корневых волосков растений, синтез биологически 
активных метаболитов, устойчивость к стрессовым 
ситуациям [3]. Rhizobium sр. имеют уникальную спо‑
собность к азотфиксации в симбиозе с бобовыми 
растениями [4].

Кроме вышеперечисленных свойств у PGPR‑бак‑
терий имеется способность солюбилизировать 
фосфаты. Описаны штаммы ризобий, включая 
R. leguminosarum, которые способны синтезировать 
низкомолекулярные органические кислоты, которые 
действуют на неорганический фосфор [5].
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Осуществили поиск фосфатрастворяющих ризобактерий, способных расти в присутствии раз‑
ных концентраций гербицида глифосата и ионов тяжелого металла никеля (Ni2+). С помощью 
среды Муромцева определена фосфатмобилизующая активность лишь у 3-х из 20-ти штаммов 
Rhizobium spр. – с низким индексом солюбилизации (IS). Напротив, все штаммы Pseudomonas 
spр. показали положительный результат, а самый высокий IS был у Pseudomonas sp. OBA 2.4.1 
и GOR 4.17. Наиболее высокую активность роста при стрессовых условиях показали 4 штам‑
ма Pseudomonas spр.: OBA 2.4.1, OBA 2.9, 4.17 и STA 3, их рост заметно угнетался при увеличе‑
нии концентрации глифосата в среде до 10.0 мг/мл. Активность роста штаммов Rhizobium spр. 
характеризовалась как средняя. При росте на среде с NiCl2  штаммы Pseudomonas sр. 65 HM и 
67 HM росли до концентрации 9 мМ NiCl2  в среде, при концентрации 11 мМ штамм 67 HM да‑
вал рост в виде единичных колоний. Данные штаммы были выделены из образцов почв, взятых 
из мест, загрязненных химическими стоками. Возможно, в такой почве уже были хлориды ни‑
келя в больших концентрациях, превышающих норму, поэтому именно данные штаммы имели 
такую высокую устойчивость к ионам никеля. Таким образом, штаммы Rhizobium spр. обладали 
не самыми активными PGPR свойствами, а разные штаммы Pseudomonas sp. проявили высокую 
устойчивость к глифосату и хлориду никеля. Тем самым Pseudomonas sp. показали свою высокую 
способность адаптации к стрессовым условиям. Именно такие PGPR-бактерии (Plant Growth 
Promoting Rhizo bacteria) можно рассматривать в качестве биологических агентов для повышения 
эффективности биоремедиации сельскохозяйственных почв.

1Институт биохимии и генетики – обособленное структурное подразделение Уфимского 
федерального исследовательского центра РАН

 450054 Уфа, просп. Октября, 71, лит. 1Е, Россия
2Башкирский государственный медицинский университет Минздрава РФ 

450000 Уфа, ул. Ленина, 3, Россия
3Уфимский государственный нефтяной технический университет

450044 Уфа, ул. Первомайская, 14, Россия
*E-mail: lili-nigmatullina@bk.ru

© 2024 г.  Л. Р. Хакимова1,2,*, О. В. Чубукова1,3, Е. С. Акимова1, З. Р. Вершинина1,3 

ПЕРСПЕКТИВНЫЕ ШТАММЫ ФОСФАТМОБИЛИЗИРУЮЩИХ 
РИЗОБАКТЕРИЙ, УСТОЙЧИВЫХ К ГЛИФОСАТУ И НИКЕЛЮ

УДК 631.461.73:632954:632.122.1:546.74

 Экотоксикология 



82	 ХАКИМОВА и др.

	 АГРОХИМИЯ      № 12      2024

Биоремедиация подразумевает использование 
способности микроорганизмов разлагать органи‑
ческие загрязнители, в том числе и остатки герби‑
цидов, присутствующие в загрязненных пахотных 
почвах, и параллельно повышать плодородие почв 
и урожайность сельскохозяйственных культур  [4, 6]. 
В настоящее время чрезмерное использование гер‑
бицидов угрожает равновесию почвенных экосистем 
и может негативно влиять на рост растений [7]. Гли‑
фосат (N-(фосфонометил) глицин) является наиболее 
эффективным и широко используемым гербицидом 
во всем мире, и его использование растет с каж‑
дым годом [8–10]. Остатки глифосата обнаружива‑
ют в воде, почве, воздухе и грунтовых водах, а также 
в продуктах питания [11]. Согласно многим исследо‑
ваниям, глифосат воздействует на репродуктивную 
систему лабораторных крыс, при этом негативное 
влияние проявляется в поколениях F2 и F3, на кото‑
рых не было прямого воздействия глифосата [12, 13]. 
Известно, что этот гербицид вызывает нарушение 
в почвенной экосистеме и микробиоте кишечника 
млекопитающих, домашних птиц, рептилий, а также 
медоносных пчел [14–17]. Наиболее перспективной 
и экологичной стратегией удаления таких гербици‑
дов из окружающей среды является микробная де‑
градация [18]. Например, показано, что некоторые 
бактерии могут превращать пестициды в биохими‑
ческие строительные блоки, необходимые для цикла 
Кребса и гликолиза [6].

Кроме гербицидов большую опасность для окру‑
жающей среды представляют и тяжелые металлы 
(ТМ). Поиск штаммов PGPR, устойчивых к ТМ, 
является наиболее актуальным вопросом в биореме‑
диации. Такие бактерии способны смягчать токсиче‑
ское воздействие ТМ на растения путем различных 
механизмов, таких как внутриклеточная и внеклеточ‑
ная секвестрация, биоаккумуляция, биоаугментация 
и т. д. [19, 20]. Таким образом, улучшение взаимо‑
действия растений и PGPR может способствовать 
успешной фиторемедиации за счет усиления роста 
растений и производства биомассы в неблагоприят‑
ных условиях окружающей среды [21].

Цель работы – поиск фосфатрастворяющих ризо‑
бактерий, способных расти в присутствии глифосата 
и загрязнения никелем.

МЕТОДИКА ИССЛЕДОВАНИЯ

Все исследованные штаммы взяты из коллекции 
ризосферных бактерий «Симбионт» (ИБГ УФИЦ 
РАН, Уфа). Бактериальные штаммы из рода Rhizobi-
um: TRe 1 TRe 3, TRe 5, TRe 7, TRe 14, GOR3, GOR18, 
GOR7, GOR23, GOR25, TMe 9, TPr 6 были выделены 
из клубеньков корней растений видов семейства Бо‑
бовые (Fabaceae). Бактериальные штаммы рода Pseu-
domonas: Pseudomonas sp. OBA 2.4.1 и Pseudomonas sp. 

OBA 2.9 выделены из ризосферы растений Южно‑
го Урала – остролодочника башкирского (Oxytropis 
baschkirensis), Pseudomonas sp. GOR4.17 – из ризос‑
феры козлятника восточного (Galega orientalis), Pseu-
domonas sp. STA 3 – из ризосферы стальника колю‑
чего (Ononis spinosa) [22]. Бактериальные штаммы 
Pseudomonas sp. 17 HM, 65 HM и 67 HM выделены 
из образцов почв, взятых из мест, загрязненных хи‑
мическими стоками.

Определение минимальной ингибирующей кон‑
центрации глифосата для исследованных штаммов 
определяли путем постановки in vitro экспериментов 
в 3-х повторностях на твердой питательной среде 
LB для Pseudomonas spр. (масс.% в водном растворе: 
бактотриптон – 1, дрожжевой экстракт – 0.5, NaCl – 
0.5, агар – 1) и YM для Rhizobium spр. (масс.% в вод‑
ном растворе: маннитол – 1, дрожжевой экстракт – 
0.04, NaCl – 0.01, MgSO4–0.01, K2HPO4∙3H2O – 0.05, 
CaCl2– 0.03). Глифосат готовили из гербицида «Тор‑
надо‑500» («Август», Россия), в качестве исходного 
раствора использовали 50%-ный стерильный разве‑
денный препарат. Затем культуру клеток выращивали 
в чашках Петри с добавлением глифосата в конеч‑
ных концентрациях 3.0, 6.0, 8.0, 10.0 мг/мл. После 
инкубации в термостате в течение 24–48 ч при 28 оC 
рассматривали рост бактериальных клеток.

Способность ризобактерий к росту в присутствии 
NiCl2 исследовали также на средах LB и YM при кон‑
центрациях 1.0, 2.0, 3.0, 4.0, 5.0 мМ (до 11.0 мМ для 
отдельных штаммов). После инкубации в термоста‑
те в течение 24–48 ч при 28 оC рассматривали рост 
бактериальных колоний.

Способность штаммов ризобактерий к мобилиза‑
ции неорганического фосфора оценивали по образо‑
ванию зоны просветления вокруг колоний, вырос‑
ших в чашках Петри со средой Муромцева (глюкоза 
10 г/л, аспарагин 1 г/л, K2SO4 0.2 г/л, MgSO4 0.2 г/л, 
кукурузный экстракт 0.02 г/л, агар 20 г/л, рН 6.8), 
содержащей нерастворимый фосфат. В качестве не‑
растворимых фосфатов использовали Ca3(PO4)2 или 
AlPO4, которые в качестве единственного источника 
фосфора добавляли в среду в концентрации 5 г/л [23]. 
Суточную культуру бактерий наносили в виде капли 
на поверхность агаризованной среды, инкубировали 
при температуре 28 оC и оценивали результат через 
3  сут для Pseudomonas spр., для Rhizobium spр. – через 
5 сут. Затем измеряли индекс солюбилизации (IS) 
с помощью формулы IS= Ø гало (мм) / Ø колоний (мм).

Эксперименты проводили в 3-х биологических 
и 3-х аналитических повторностях. Результаты об‑
рабатывали с использованием пакета Microsoft Office 
Excel 2010. Представленные данные имеют соответ‑
ствующие доверительные интервалы при уровне до‑
верительной вероятности равной 0.95.
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Исследованные бактериальные штаммы были вы‑
делены из совершенно разных источников: Rhizobium 
spр.  – из клубеньков разных бобовых растений, 4 
штамма Pseudomonas spр. – из ризосферы разных 
видов растений, 3 штамма Pseudomonas spр. – из об‑
разцов почв, взятых из мест, загрязненных химиче‑
скими стоками.

Использование фосфатсолюбилизирующих ри‑
зобактерий, повышающих доступность почвенного 
фосфора для сельскохозяйственных культур, может 
рассматриваться как экологически чистая альтер‑
натива чрезмерному использованию минеральных 
удобрений [24].

На начальных этапах исследования были прове‑
рены все исследованные штаммы на способность 
солибилизировать неорганический фосфор. Пока‑
зали, что практически все штаммы Pseudomonas spр. 
могут растворять фосфат кальция. Однако ни один 
из исследованных штаммов ризобактерий не был 
способен растворять фосфат алюминия (рис. 1). 
Соответственно бактериальные штаммы могут рас‑
щеплять не все нерастворимые фосфаты.

Для ризобактерий был посчитан индекс солюби‑
лизации фосфата кальция (табл. 1).

В результате лишь у 3-х штаммов Rhizobium spр. 
обнаружена солюбилизация фосфата кальция с низ‑
ким IS, а штаммы Pseudomonas spр. показали по‑
ложительную фосфатмобилизующую активность, 
самый высокий IS отмечен у Pseudomonas sp. OBA 
2.4.1 и GOR4.17.

Устойчивость ризобактерий к гербициду глифосату. 
При культивировании in vitro на средах с возрастаю‑
щими концентрациями глифосата было отмечено, 
что многие фосфатрастворяющие ризобактерии были 
способны расти в присутствии гербицида до концен‑
трации 8.0 мг/мл в среде (табл. 2, рис. 2).

Наиболее высокий рост в стрессовых условиях 
показали 4 штамма Pseudomonas spр.: OBA 2.4.1, OBA 
2.9, 4.17 и STA 3, все они выделены из ризосферы 
разных видов растений. Их рост заметно угнетал‑
ся лишь при увеличении концентрации глифосата 
до 10.0 мг/мл в среде. Активность роста штаммов 
Rhizobium spр. можно охарактеризовать как среднюю.

Хотя в нашем случае штаммы Rhizobium spр. 
не показали высокую устойчивость к глифосату, 

Рис. 1. Определение фосфатмобилизующей активности штамма на среде Муромцева с разными фосфатами: 
(а) –  с добавлением Ca3(PO4)2, (б) – с добавлением AlPO4.

Таблица 1. Индекс солюбилизации (IS) фосфата кальция разными штаммами ризобактерий

Штамм Индекс солюбилизации (IS)
Pseudomonas sp. OBA 2.4.1 3.7 ± 0.3
Pseudomonas sp. OBA 2.9 1.9 ± 0.2
Pseudomonas sp. GOR4.17 3.58 ± 0.12

Pseudomonas sp. STA 3 1.5 ± 0.3
Pseudomonas sp. 17 HM 2.9 ± 0.2
Pseudomonas sp. 65 HM 1.3 ± 0.1
Pseudomonas sp. 67 HM 1.1 ± 0.1
R. leguminosarum TPr 6 2.9 ± 0.2

R. leguminosarum G3 1.3 ± 0.1
R. leguminosarum Г15.2 1.1 ± 0.1

R. leguminosarum Л4 1.2 ± 0.3
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в литературе, например, описан штамм Rhizobium 
sp. P44RR-XXIV из ризосферы Lotus corniculatus L., 
способный метаболизировать глифосат в высоких 
концентрациях [25]. Однако многочисленные иссле‑
дования показали, что бесконтрольное применение 

глифосата отрицательно влияет на процесс фикса‑
ции азота растениями за счет уменьшения популя‑
ции бактерий Rhizobium sр., т. к. рост ризобий инги‑
бируется даже при рекомендуемых концентрациях 
гербицида в почве [26, 27].

Таблица 2. Показатели роста ризобактерий в зависимости от содержания глифосата в среде

Штамм Концентрация глифосата в питательной среде, мг/мл

1.5 3.0 6.0 8.0 10.0
Pseudomonas sp. OBA 2.4.1 +++* +++ ++ + –
Pseudomonas sp. OBA 2.9 +++ +++ ++ + –
Pseudomonas sp. GOR4.17 +++ +++ ++ + –

Pseudomonas sp. STA 3 +++ +++ ++ + –
Pseudomonas sp. 17 HM +++ ++ – – –
Pseudomonas sp. 65 HM ++ + – – –
Pseudomonas sp. 67 HM + + – – –
R. leguminosarum TRe 1 +++ + + + –
R. leguminosarum TRe 3 +++ + + + –
R. leguminosarum TRe 5 +++ + + + –
R. leguminosarum TRe 7 +++ + + + –
R. leguminosarum TRe 14 ++ + + + –
R. leguminosarum GOR3 + + + + –
R. leguminosarum GOR7 + + + + –
R. leguminosarum GOR18 ++ + + + –
R. leguminosarum GOR23 ++ + + + –
R. leguminosarum GOR25 ++ + + + –
R. leguminosarum TMe 9 ++ + + + –
R. leguminosarum TPr 6 + + + + –
R. leguminosarum Thy 6 ++ ++ + + –

R. leguminosarum MLu 10 ++ + – – –
R. leguminosarum G3 ++ + + + –
R. leguminosarum К14 + + + + –
R. leguminosarum К25 + + + + –

R. leguminosarum Г15.2 ++ + + – –
R. leguminosarum Л4 + + + + –
R. leguminosarum Л6 + + + – –

* +++ хороший рост, ++ средний рост, + слабый рост, прочерк – нет роста. То же в табл. 3.

Рис. 2. Рост штаммов ризобактерий на примере Pseudomonas sp. OBA 2.4.1 при стрессовом воздействии глифосата: 
1 – контроль, 2–3.0, 3–6.0, 4–8.0, 5–10.0 мг/мл.

 

 



	 ПЕРСПЕКТИВНЫЕ ШТАММЫ ФОСФАТМОБИЛИЗИРУЮЩИХ РИЗОБАКТЕРИЙ	 85

АГРОХИМИЯ      № 12      2024

Бактерии рода Pseudomonas, напротив, относят 
к микроорганизмам, способным эффективно раз‑
лагать глифосат и различные ТМ [28, 29]. Напри‑
мер, показана возможность Pseudomonas sp. QJX‑1 
[30] и других штаммов Pseudomonas sp. (GA07, 
GA09 и GC04) использовать глифосат в качестве 
источников питания для своего роста [31]. Штам‑
мы P.  nitroreducens FY43 и FY47 показали устойчи‑
вость к глифосату в концентрации до 32 раз больше, 
чем при внесении в землю при обработке. Они были 
выделены из почвы, в которую в течение длитель‑
ного времени вносили данный гербицид [32]. Все 
это дает возможность полагать, что использование 
псевдомонад для биодеградации глифосата может 
быть эффективным методом утилизации токсичных 
соединений из окружающей среды.

Рост ризобактерий в присутствии никеля. В лите‑
ратуре описаны фосфатрастворяющие штаммы, ре‑
зистентные к ТМ. Были выделены P. fluorescens TL97 

и P. putida TL80, устойчивые к AsNaO2 и R.  radiobacter 
TL52, который был устойчив к высоким концентра‑
циям хлорида ртути [33]. Показано, что бактерии рода 
Rhizobium способны расти в присутствии разных ТМ, 
включая цинк, свинец и кадмий [34]. Поэтому было 
решено рассмотреть рост исследованных штаммов 
ризобактерий на средах, содержащих различные 
концентрации NiCl2 (табл. 3).

Наибольшую устойчивость к ТМ показали штам‑
мы Pseudomonas spр., выделенные из образцов почв, 
взятых из мест, загрязненных химическими стоками: 
17 HM, 65 HM и 67 HM (рис. 3).

Минимальное ингибирование роста этих штам‑
мов наблюдали при концентрации хлорида никеля 
7 мМ, штаммы 65 HM и 67 HM росли до 9 мМ NiCl2 
в среде, при концентрации хлорида никеля 11 мМ 
штамм 67 HM показал рост в виде единичных коло‑
ний. Скорее всего, в такой почве уже были хлориды 
никеля в больших концентрациях, превышающих 

Таблица 3. Показатели роста ризобактерий в зависимости от содержания NiCl2 в среде

Исследованный штамм Концентрация NiCl2 в питательной среде, мМ
1.0 2.0 3.0 4.0 5.0

Pseudomonas sp. OBA 2.4.1 +++* +++ ++ + –
Pseudomonas sp. OBA 2.9 +++ ++ + – –
Pseudomonas sp. GOR4.17 +++ ++ + – –

Pseudomonas sp. STA 3 +++ ++ + – –
Pseudomonas sp. 17 HM +++ +++ ++ ++ ++
Pseudomonas sp. 65 HM +++ +++ +++ +++ +++

Pseudomonas sp. 67 HM +++ +++ +++ +++ +++
R. leguminosarum TRe 1 + – – – –
R. leguminosarum TRe 3 + – – – –
R. leguminosarum TRe 5 – – – – –
R. leguminosarum TRe 7 – – – – –
R. leguminosarum TRe 14 – – – – –
R. leguminosarum GOR3 + + – – –
R. leguminosarum GOR7 + – – – –
R. leguminosarum GOR18 – – – – –
R. leguminosarum GOR23 – – – – –
R. leguminosarum GOR25 – – – – –
R. leguminosarum TMe 9 + – – – –
R. leguminosarum TPr 6 ++ + + + +
R. leguminosarum Thy 6 + – – – –

R. leguminosarum MLu 10 – – – – –
R. leguminosarum G3 + + + + +
R. leguminosarum К14 – – – – –
R. leguminosarum К25 – – – – –

R. leguminosarum Г15.2 + + – – –
R. leguminosarum Л4 + + – – –
R. leguminosarum Л6 – – – – –
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норму, поэтому именно данные штаммы имели та‑
кую высокую устойчивость к ионам никеля.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В настоящее время агрохимикаты, в частности, 
глифосат, а также тяжелые металлы (ТМ) являются 
одними из основных экологических проблем в аграр‑
ной сфере. В будущем снижения объемов примене‑
ния гербицидов в сельском хозяйстве не намечается, 
а аккумуляция ТМ в почве только возрастет. Поэтому 
необходимы способы разработки биотехнологиче‑
ского инструмента для эффективной биодеградации 
гербицидов и ТМ в сельскохозяйственных почвах.

В нашем исследовании рассмотрели 27 ризос‑
ферных штаммов бактерий, выделенных из раз‑
ных источников, относящихся к родам Rhizobium 
и Pseudomonas. Показано, что именно Pseudomonas 
spр. обладали фосфатмобилизующей активностью, 
тогда как у Rhizobium spр. положительной актив‑
ностью обладали лишь несколько штаммов с низ‑
ким индексом солюбилизации. Высокую устойчи‑
вость к хлориду никеля показали именно штаммы 
Pseudomonas sp. 17 HM, 65 HM и 67 HM, выделенные 
из образцов почв, взятых из мест, загрязненных хи‑
мическими стоками. Таким образом, ризосферные 
бактерии, имеющие PGPR свойства и устойчивые 
к различным ТМ и агрохимикатам, могут защищать 
растения от токсичности окружающей среды и сти‑
мулировать их рост даже при неблагоприятных ус‑
ловиях. Поскольку такие бактерии как Pseudomonas 
sp. хорошо адаптированы к таким стрессовым усло‑
виям, их можно использовать в качестве биоиноку‑
лянтов почв, загрязненных ТМ, что представляет 
собой биологическую альтернативу для повышения 
эффективности фиторемедиации.
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A search was carried out for phosphate-soluble rhizobacteria capable of growing in the presence of different 
concentrations of the herbicide glyphosate and nickel heavy metal ions (Ni2+). Using the Muromtsev 
medium, the phosphate-mobilizing activity was determined only in 3 out of 20 strains of Rhizobium spp. – 
with a low solubilization index (IS). On the contrary, all strains of Pseudomonas sp. showed a positive result, 
and the highest IS was in Pseudomonas sp. OBA 2.4.1 and GOR 4.17. The highest growth activity under 
stressful conditions was shown by 4 strains of Pseudomonas spp.: OBA 2.4.1, OBA 2.9, 4.17 and STA 3, 
their growth was noticeably inhibited with an increase in the concentration of glyphosate in the medium to 
10.0 mg/ml. The growth activity of Rhizobium spp. strains was characterized as average. When growing on a 
medium with NiCl2, Pseudomonas strains sp. 65 HM and 67 HM grew to a concentration of 9 mM NiCl2 in 
the medium, at a concentration of 11 mM, strain 67 HM gave growth in the form of single colonies. These 
strains were isolated from soil samples taken from sites contaminated with chemical effluents. It is possible 
that nickel chlorides were already present in such soil in high concentrations exceeding the norm, that is 
why these strains had such high resistance to nickel ions. Thus, Rhizobium sp. strains did not have the most 
active PGPR properties, but different strains of Pseudomonas sp. showed high resistance to glyphosate and 
nickel chloride. Thus, Pseudomonas sp. they demostrated their high ability to adapt to stressful conditions. It 
is such PGPR bacteria (Plant Growth Promoting Rhizo bacteria) that can be considered as biological agents 
to increase the efficiency of bioremediation of agricultural soils. 
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