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Summary
The article presents the characteristics of the granulometric composition of soils 

of arable lands in Belarus as one of the main factors of soil fertility, shows the relative 
fertility of soils of different granulometric composition according to the modern scale 
of soil assessment points, analyzes the dynamics of the granulometric composition of 
soils based on the materials of various rounds of large-scale soil survey (I–III round) 
and cadastral assessment (I–II round), both in the context of regions, and in the country 
as a whole, and identified trends and reasons for its change.
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ВВЕДЕНИЕ

Основную группу фосфатрастворяющих бактерий составляют представите-
ли родов Pseudomonas, Bacillus и Rhizobium [1–3, 6]. Бактерии Pseudomonas 
sp. считаются наиболее эффективными [1, 2], основной фактор их действия на 
растворимость почвенных фосфатов – образование кислых метаболитов [1, 3, 
7, 9]. Как правило, основная цель применения фосфатрастворяющих инокулян-
тов – это увеличение подвижности труднорастворимых почвенных фосфатов. 
Фосфор – второй по значимости элемент питания растений, регулирующий фор-
мирование урожая и его качество [4, 5], а доступные для питания растений формы 
фосфора составляют 1–5 % от его общего содержания в почве [2].

Ценным свойством представителей рода Pseudomonas sp. является их вы-
сокая антагонистическая активность по отношению к корневым фитопатогенам. 
Инокулянты на основе Pseudomonas sp. действуют как эффективные биофунгици-
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ды и оказывают значимое фунгистатическое действие на корневые гнили [10–12, 
16]. Механизмы биологического контроля Pseudomonas sp. хорошо исследованы, 
идентифицированы основные антибиотики, ответственные за их антагонистичес-
кое действие [10–15]. 

Представители рода Pseudomonas оказывают гормональный эффект на рас-
тения. Применение зональных изолятов в качестве инокулянтов способствует 
увеличению объема корней на 14–30 %, массы корней – на 11–32 %, надземной 
части растения – на 6–19 % на ранних этапах онтогенеза [7, 8, 9]. 

Благодаря сочетанию перечисленных полезных свойств и разностороннему 
действию на состояние растений, фосфатрастворяющие ризобактерии Pseudo-
monas sp. востребованы как микробные инокулянты. Коммерческие микробные 
инокулянты, содержащие фосфатрастворяющие Pseudomonas sp., применяются 
в ряде стран Европы и азии [1–3, 6].

Принимая во внимание богатый метаболический потенциал ризобактерий 
Pseudomonas sp., актуально изучение их взаимодействия с гербицидами. Гли-
фосат (N-фосфонометилглицин) представляет особый интерес из-за глобального 
применения под разными коммерческими названиями, что привело к практически 
повсеместному присутствию его остатков в окружающей среде [18, 19, 29]. 

Известно, что химические и физические способы детоксикации недостаточ-
но эффективны из-за высокой устойчивости ковалентной связи С–Р в молекуле 
глифосата. анализ научной литературы свидетельствует, что наиболее перспек-
тивны микробные методы детоксикации, которые могут обеспечить разложение 
глифосата до безопасных соединений [18, 20, 22–24, 26– 29, 35]. Биологическая 
ремедиация экологически приемлема, эффективна и не требует высоких эконо-
мических затрат.

К настоящему времени наибольшее число глифосат-утилизирующих мик-
роорганизмов обнаружено среди представителей бактерий следующих родов: 
Pseudomonas [21, 22, 27, 29, 35], Arthrobacter [20, 26, 29], Bacillus sp. [18, 29], 
Achromobacter sp. [18, 29], Flavobacterium sp. [29], Rhizobium sp. [23, 24, 29] и не-
которых других. При этом существуют значительные различия по эффективнос-
ти утилизации глифосата в зависимости от родовой принадлежности бактерий. 
Установлено также, что среди представителей одного рода высокую активность 
в отношении биодеградации глифосата проявляют лишь отдельные штаммы. 
Эффективность процесса детоксикации будет существенно зависеть от способ-
ности бактерий использовать глифосат в качестве источника основных элемен-
тов питания – углерода, фосфора или азота для осуществления собственного 
метаболизма.

актуальны поиски деструкторов глифосата среди ризосферных бактерий, при-
меняемых в качестве микробных инокулянтов. Основное внимание целесообразно 
уделять зональным ризобактериям, приспособленным к местным экологическим 
условиям. В этом отношении интерес для скрининга представляет наша коллек-
ция зональных ризобактерий, содержащая ряд изолятов фосфатрастворяющих 
Pseudomonas sp., потенциал которых недостаточно исследован. 

Цель исследований – скрининг зональных изолятов фосфатрастворяющих 
ризобактерий Pseudomonas sp. по устойчивости к глифосату и способности мета-
болизировать этот гербицид как источник углерода или фосфора.
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ОБъЕКТы И МЕТОДы ИССлЕДОВАНИй

Объектами скрининга являются зональные изоляты фосфатрастворяющих ри-
зобактерий Pseudomonas sp. собственной коллекции. 

Исследования способности зональных ризобактерий метаболизировать гли-
фосат проведены путем постановки in vitro экспериментов на твердых средах 
(Муромцева, Ка, DN) и в жидкой питательной среде Дворкина-Фостера [25].

Состав среды Муромцева (г/л): глюкоза – 10,0;. аспарагин – 1,0; К2SO4 – 0,2; 
MgSO4 · 7Н2O – 0,4; дрожжевой автолизат – 0,5; агар – 17,0; вода дистиллирован-
ная – до 1 л с добавлением Са3(PO4)2 непосредственно перед использованием.

Картофельный агар (Ка): 200 г очищенного картофеля варят в 1 л дистилли-
рованной воды 30 мин. Отвар охлаждают и фильтруют через ватный фильтр, 
(оптимальный уровень рН фильтрата – 6,8), вносят агар 20,0 г/л и стерилизуют в 
автоклаве при температуре 121°С в течение 20 мин (давление 1 атм). 

Состав среды DN (г/л): KH2PO4 – 0,4; K2HPO4 – 0,1; MgSO4; 7H2O – 0,2; NaCl – 
0,1; CaCl2 ∙ 6H2O – 0,02; FeCl3 · 6H2O – 0,01; Na2MoO4 · H2O – 0,002; яблочная 
кислота – 3,6; дрожжевой экстракт – 0,05; спиртовой р-р бромтимолового синего 
(0,5 %) – 5,0 мл; агар – 20,0; 1000 мл воды; NaOH – для доведения pH до опти-
мального уровня 6,8–7,0. 

Состав среды Дворкина-Фостера (г/л): глюкоза – 1,0 г/л; (NH4)2SO4 – 
0,375; MgSO4 – 0,075; CaCO3 – 0,03; FeSO4 · 7H2O – 0,001; H3BO3 – 0,000001; 
MnSO4 – 0,000001; NaHPO4 – 6,0; K2HPO4 – 2,0; дрожжевой экстракт – 0,0053 
(121 °С, 1,5 атм., 15 мин). При изучении глифосата в качестве источника уг-
лерода состав среды Дворкина-Фостера следующий (г/л): (NH4)2SO4  – 0,375; 
MgSO4  – 0,075; CaCO3 – 0,03; FeSO4 · 7H2O – 0,001; H3BO3 – 0,000001; MnSO4 – 
0,000001; NaHPO4 – 6,0; K2HPO4 – 2,0. 

В микробиологических in vitro экспериментах использован гербицид Тор- 
надо-500: в.р., 500 г/л глифосата кислоты (изопропиламинная соль). Изготови-
тель: аО Фирма «август», Россия (Ф-л «Вурнарский завод смесевых препаратов») 
ТУ 20.20.12-071-18015953-2017 г. 

Для стерилизации химических реактивов и посуды используются стерилизатор 
паровой ГК-100-3 (Тюменский завод медицинского оборудования и инструментов, 
№ 669, 2004 г.), стерилизатор паровой ГК-10-1 (Тюмень-медиКо, № 1089) и облу-
чатели ультрафиолетовые УГД-2, УГД-3.

Для культивирования бактерий применяются: Экрос (№ 6410), шейкер орби-
тальный KS-501 digital IKA WERKE (GmbH & Co.KG), перемешивающее устройс-
тво ЛаБ-ПУ-01 (2007 г.), термостат ТПC-1. Учет микроорганизмов проводится с 
помощью прибора для счета бактерий ПСБ (№ 33, 1991 г.). Оптическую плот-
ность (OD) бактериальных суспензий определяли на фотоэлектроколориметре 
КФК-2-УХЛ-4,2. 

Тестирование устойчивости ризобактерий к гербициду глифосат (N-фос-
фонометилглицин) на твердых питательных средах. Для первичного тести-
рования толерантности к глифосату использованы двухсуточные культуры кол-
лекционных фосфатрастворяющих ризобактерий, выращенные на картофельном 
агаре (28 °C). При соблюдении правил асептики в конические колбы (объем 
300 мл) вносили стерильный (110 °С, 20 мин) раствор гербицида Торнадо-500 
различных концентраций, затем приливали по 100 мл расплавленной питательной 
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среды (Ка, DN, Муромцева), тщательно перемешивали и разливали в чашки Петри 
(20 мл в каждую). Концентрации глифосата в питательных средах составили 
(мг/мл): 0, 0,25 (С1), 0,50 (С2), 0,75 (С3), 1,0 (С4), 2,0 (С5) и 3,0 (С6). После застыва-
ния питательной среды чашки Петри подсушивали. Культуры бактерий высевали 
методом штриха и инкубировали в термостате (28 °C). Периодичность визуально-
го мониторинга активности роста ризобактерий – каждые 2–3 суток. Повторность 
в опытах пятикратная.

Скрининг способности ризобактерий Pseudomonas sp., развиваться на 
питательных средах с разными источниками углерода. Первый этап скринин-
га выполнен на твердой питательной среде DN, в состав которой входили разные 
источники углерода (глифосат, глифосат + яблочная кислота, яблочная кислота). 
Исследования проведены при содержании глифосата в среде 3,0 мг/мл. 

Следующий этап скрининга был проведен в жидкой минеральной среде (MSM) 
Дворкина-Фостера [25]. В ходе экспериментов в конические колбы объемом 
1000 мл, содержащие 450 мл жидкой питательной среды Дворкина-Фостера (без 
источника углерода), вносили 5 мл инокулюма исследуемой двухсуточной бактери-
альной культуры. Начальные титры бактериальных суспензий определяли по опти-
ческой плотности на фотоэлектроколориметре КФК-2-УХЛ-4,2 (λ = 590 нм, кювета 
10 мм, контроль – питательная среда) в соответствии с калибровочными графиками, 
построенными для бактерий разных таксонов. 

Стерильный 50%-й раствор гербицида Торнадо (110 °С, 20 мин.) и стерильный 
10%-й раствор глюкозы (110 °С, 1,0 атм) готовили отдельно для использования в 
качестве источников углерода. Бактериальные культуры тестировали по следу-
ющей схеме: 

1) среда Дворкина-Фостера с глюкозой (ГЛ) 
2) среда с глифосатом (ГФ) 
3) среда с глифосатом и глюкозой (ГЛ + ГФ).
При соблюдении правил асептики в 9 конических колб вносили по 50 мл ино-

кулированной питательной среды (без источника углерода). Затем в три опытные 
колбы (повторность в опыте трехкратная) вносили стерильную глюкозу (стандарт-
ная среда – ГЛ) из расчета конечной концентрации 1,0 г/л, в следующие три колбы 
вносили стерильный раствор глифосата (среда ГФ) до конечной концентрации 
3,0 мг/мл, в остальные опытные колбы вносили последовательно глюкозу и гли-
фосат (среда ГЛ+ГФ) и тщательно перемешивали. Колбы помещали в термостат 
при температуре 28 °С. Проводили периодическое перемешивание с помощью 
устройства ЛаБ-ПУ (90 об/мин).

Для мониторинга роста ризобактерий из каждой опытной колбы отбирали 
аликвоты по 5 мл с интервалом 8 часов при первом измерении и через каждые 
24 часа – при последующих определениях. Критерием активности роста ризо-
бактерий служили показатели оптической плотности бактериальной суспензии 
(λ = 590 нм, кювета 10 мм, контроль − питательная среда). Плотность популяции 
определяли по калибровочным графикам для р. Pseudomonas. Получены экспе-
риментальные кривые роста для протестированных бактерий, характеризующие 
зависимость плотности популяции от источника углерода в питательной среде 
и длительности эксперимента. 

Скрининг способности ризобактерий Pseudomonas sp., развиваться на 
питательных средах с разными источниками фосфора. Для оценки актив-
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ности роста двухсуточные культуры зональных изолятов фосфатрастволряющих 
бактерий Pseudomonas sp. культивировали на твердой питательной среде с раз-
ными источниками фосфора. В первом блоке in vitro экспериментов оценка роста 
проведена на питательной среде Муромцева, содержащей Ca3(PO4)2 (контроль) 
и ортофосфат кальция в сочетании с глифосатом в концентрациях 0,25, 0,50, 
0,75 мг/мл. По аналогичной схеме проведен скрининг изолятов бактерий на среде 
Муромцева без ортофосфата кальция (контроль) и с разными концентрациями 
глифосата в качестве источника фосфора.

РЕЗулЬТАТы ИССлЕДОВАНИй И ИХ ОБСужДЕНИЕ

Первичное тестирование устойчивости изолятов ризобактерий Pseudo-
monas sp. к глифосату на твердых питательных средах. Начальные этапы 
тестирования предполагают качественную оценку показателей роста бактерий на 
твердых питательных средах с возрастающими концентрациями глифосата. Для 
надежной оценки устойчивости ризобактерий использовали повышенные концен-
трации глифосата в питательных средах.

При in vitro тестировании на картофельном агаре с возрастающими концентра-
циями глифосата было отмечено, что многие представители фосфатрастворяю-
щих бактерий способны развиваться в присутствии гербицида. Наиболее высокую 
активность при всех опытных концентрациях глифосата в картофельном агаре 
показали четыре изолята Pseudomonas sp. − Р-6, Р-12, Р-16 и Р-42. Их рост прак-
тически не замедлялся при увеличении концентрации глифосата до максималь-
ной в эксперименте. активность роста изолятов Pseudomonas sp. Р-9, Р-19, Р-21, 
Р-25 и Р-28 можно охарактеризовать как среднюю. Для других протестированных 
изолятов отмечена меньшая активность роста в условиях in vitro эксперимента. 
По активности роста оставшиеся изоляты фосфатрастворяющих бактерий можно 
расположить в следующий убывающий ряд: Pseudomonas sp. Р-1, Р-15, Р-10, 
Р-11 и Р-54. 

По результатам первичного тестирования на картофельном агаре наиболее 
перспективными объектами для продолжения исследований можно считать де-
вять зональных изолятов фосфатрастворяющих ризобактерий Pseudomonas sp. 
Р-6, Р-9, Р-12, Р-16, Р-19, Р-21, Р-25, Р-28 и Р-42 (табл. 1). 

Таблица 1
Показатели роста фосфатрастворяющих ризобактерий Pseudomonas sp. в 

зависимости от содержания глифосата в картофельном агаре (in vitro, 2021)

Изолят
Концентрация глифосата в питательной среде

0 (К) С1 С2 С3 С4 С5 С6

Pseudomonas sp. P-1 +++ +++ +++ + + + −
Pseudomonas sp. P-2 +++ + + + − − −
Pseudomonas sp. P-6 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
Pseudomonas sp. P-7 +++ +++ +++ + + − −
Pseudomonas sp. P-9 +++ +++ +++ + + + −
P-10 +++ +++ +++ + + + −
Pseudomonas sp. P-11 +++ +++ +++ − − − −
Pseudomonas sp. P-12 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
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Изолят
Концентрация глифосата в питательной среде

0 (К) С1 С2 С3 С4 С5 С6

Pseudomonas sp. P-15 +++ +++ +++ ++ + + −
Pseudomonas sp. P-16 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
P-19 +++ +++ +++ ++ ++ ++ +
P-21 +++ +++ +++ +++ ++ ++ +
P-25 +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++
P-28 +++ +++ +++ +++ +++ ++ ++
Pseudomonas sp. P-42 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
Pseudomonas sp. P-54 +++ + + + + − −

Примечание. +++ хороший рост; ++ средний рост; + слабый рост; − отсутствие роста; 
К − контроль.

Тестирование устойчивости фосфатрастворяющих ризобактерий Pseudo- 
monas sp. к глифосату было продолжено на плотной питательной среде DN с воз-
растающими концентрациями глифосата. Экспериментальные данные подтвер-
дили адекватность выбора перспективных изолятов, сделанного в предыдущем 
in vitro эксперименте. На обеих питательных средах, Ка и DN, наиболее активный 
рост в присутствии глифосата наблюдали для следующих зональных изолятов 
фосфатрастворяющих бактерий Pseudomonas sp. Р-6, Р-9, Р-12, Р-16, Р-19, Р-21, 
Р-25, Р-28 и Р-42 (табл. 2). 

Таблица 2
Показатели роста ризобактерий Pseudomonas sp. в зависимости от содержания 

глифосата в плотной питательной среде DN (in vitro, 2021)

Изолят
Концентрация глифосата в питательной среде

0 (К) С1 С2 С3 С4 С5 С6

Pseudomonas sp. P-1 +++ ++ + + + − −
Pseudomonas sp. P-2 +++ + − − − − −
Pseudomonas sp. P-6 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
Pseudomonas sp. P-7 +++ + + + + + +
Pseudomonas sp. P-9 +++ + + + + + +
P-10 +++ + + + + + +
Pseudomonas sp. P-11 +++ + + + + + −
Pseudomonas sp. P-12 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
Pseudomonas sp. P-15 +++ ++ + + + − −
Pseudomonas sp. P-16 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
P-19 +++ +++ ++ ++ ++ ++ ++
P-21 +++ +++ ++ ++ ++ ++ ++
P-25 +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++
P-28 +++ +++ ++ ++ ++ ++ ++
Pseudomonas sp. P-42 +++ +++ +++ +++ +++ ++ +
Pseudomonas sp. P-54 +++ + − − − − −

Примечание. +++ хороший рост; ++ средний рост; + слабый рост; − отсутствие роста; 
К − контроль.
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Скрининг изолятов ризобактерий Pseudomonas по способности исполь-
зовать глифосат в качестве источника углерода для метаболизма. Скрининг 
включал несколько этапов. На первом этапе оценку роста ризобактерий прово-
дили на твердой питательной среде DN, в которой источником углерода служили 
яблочная кислота, глифосат и яблочная кислота + глифосат. Для большинства 
зональных изолятов Pseudomonas sp. отмечено слабое развитие на среде DN, 
содержащей в качестве источника углерода яблочную кислоту в сочетании с 
глифосатом. На питательной среде DN с глифосатом в качестве единственного 
источника углерода рост бактерий был очень слабым или практически отсутство-
вал. Результаты скрининга показали, что фосфатрастворяющие бактерии нашей 
коллекции практически не способны использовать глифосат как единственный 
источник углерода для метаболизма. 

Заключительный этап скрининга был проведен с использованием жидкой 
минеральной среды Дворкина-Фостера [25]. Сравнивали активность роста бак-
териальных культур в жидких средах с глюкозой (ГЛ), с глифосатом (ГФ) и с 
двумя источниками углерода – глюкозой и глифосатом (ГЛ + ГФ) на протяжении 
9 суток. Для мониторинга роста каждые 24 часа определяли показатели опти-
ческой плотности бактериальной суспензии с последующей оценкой плотнос-
ти популяции по калибровочному графику. Результаты скрининга и показатели 
мониторинга активности роста приведены в таблице 3. Экспериментальные 
данные показывают, что зональные изоляты Pseudomonas sp. относительно 
хорошо развиваются в стандартной жидкой среде Дворкина-Фостера с глюкозой 
(ГЛ) в качестве источника углерода. При наличии в питательной среде глифо-
сата титры бактерий, как правило, резко снижаются. При замене стандартного 
источника углерода глифосатом ризобактерии Pseudomonas sp. практически 
не развиваются. 

Таблица 3
Зависимость плотности популяции Pseudomonas sp. от источника углерода 

в жидкой среде Дворкина-Фостера (in vitro, 2021)

Изолят Вариант
Титр ∙ 106 КОЕ/мл

исх. 0,3 сут 1 сут 2 сут 3 сут 4 сут 7 сут

Р6

ГФ
0,33

0,36 0,39 0,79 0,72 1,09 1,17
ГФ + ГЛ 0,54 4,24 4,54 9,54 13,2 13,2

ГЛ 5,8 16,0 24,0 24,0 40,0 38,5

Р7

ГФ
2,89

2,68 2,79 3,01 3,23 3,10 3,70
ГФ + ГЛ 0,90 3,96 3,65 4,95 5,1 5,6

ГЛ 2,13 4,2 24 66 100 130

Р9

ГФ
0,75

0,75 0,70 0,88 0,88 1,00 0,90
ГФ + ГЛ 0,75 0,75 0,98 0,99 1,29 1,96

ГЛ 5,4 9,1 9,4 9,6 12,6 13,3

Р10

ГФ
0,49

0,52 0,53 0,58 0,70 0,70 0,73
ГФ + ГЛ 0,86 0,92 0,98 1,00 1,30 1,22

ГЛ 1,85 6,0 7,5 12,0 15,0 19,9

Р11

ГФ
0,41

0,48 0,66 0,90 0,98 1,03 1,09
ГФ + ГЛ 0,53 0,96 1,0 2,0 2,3 2,06

ГЛ 2,4 18 39 30 59 80
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Изолят Вариант
Титр ∙ 106 КОЕ/мл

исх. 0,3 сут 1 сут 2 сут 3 сут 4 сут 7 сут

Р12

ГФ
0,63

0,99 1,32 2,49 2,7 2,69 2,77
ГФ + ГЛ 1,31 8,9 9,6 22,7 34,6 54,9

ГЛ 8,92 22,2 34,6 77,3 109,2 105,3

Р16

ГФ
0,79

0,79 0,79 1,2 2,5 2,2 2,5
ГФ + ГЛ 4,6 8,1 10,5 21,0 28,0 28,0

ГЛ 12,0 26,4 52,0 62,0 65,0 67,0

Р19

ГФ
1,15

1,16 1,40 2,29 3,50 3,77 4,25
ГФ + ГЛ 1,06 3,0 4,92 5,05 3,88 4,15

ГЛ 13,3 52 62,5 74,5 74,0 84,0

Р21

ГФ
0,86

1,00 4,9 9,4 8,6 10,4 11,3
ГФ + ГЛ 0,99 19 24 66 69 73

ГЛ 18 36 99 123 420 400

Р25

ГФ
0,66

0,76 0,98 2,15 3,36 3,22 3,88
ГФ + ГЛ 4,8 9,08 9,15 13,83 15,2 15,5

ГЛ 9,2 28 36 51 60,6 63

Р28

ГФ
3,78

3,92 5,33 5,0 8,1 10,3 10,9
ГФ + ГЛ 3,8 4,9 4,8 10,2 13 13,5

ГЛ 17 30 40,6 82 81,5 96

Р42

ГФ
0,13

0,12 0,12 0,15 0,15 0,18 0,18
ГФ + ГЛ 0,12 0,13 0,13 0,14 0,13 0,13

ГЛ 0,13 0,19 5,3 5,3 5,8 6,8

Р54

ГФ
0,16

0,12 0,18 0,23 0,25 0,22 0,22
ГФ + ГЛ 0,21 0,23 0,26 0,34 0,53 0,68

ГЛ 0,33 0,54 3,38 3,99 4,3 4,2

По результатам экспериментов получены кривые роста, характеризующие 
зависимость плотности популяции микроорганизмов от источника углерода в 
жидкой питательной среде и длительности эксперимента. Для иллюстрации при-
ведены кривые роста двух изолятов Pseudomonas sp. Р-12 и Р-16, которые по-
казали лучший рост на твердой среде DN с двумя источниками углерода (глюко- 
за + глифосат) на фоне общего слабого развития бактерий в условиях испытаний. 
Характер кривых роста наглядно показывает, что зональные изоляты Pseudo-
monas sp. Р-12 и Р-16 хорошо развиваются только в стандартной жидкой среде 
Дворкина-Фостера с глюкозой (ГЛ) в качестве источника углерода. активность 
роста изолятов при наличии в питательной среде глифосата в сочетании с глю-
козой (ГЛ+ГФ) значительно ниже. Полная замена глюкозы на глифосат в жидкой 
питательной среде (ГФ) приводит к еще более существенному снижению титров 
ризобактерий (рис. 1).

Таким образом, результаты скрининга позволяют заключить, что большинство 
зональных изолятов Pseudomonas sp. практически не способны использовать гли-
фосат как единственный источник углерода для метаболизма. активность роста 
изолятов Pseudomonas sp. Р-12 и Р-16 в жидкой среде с глифосатом в качест-
ве единственного источника углерода практического интереса не представляет 
(табл. 3, рис. 1). 
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Рис. 1. Плотность популяций изолятов Pseudomonas sp. Р-12 и Р-16 в зависимости 
от источника углерода (глюкоза – ГЛ, глифосат – ГФ, глюкоза + глифосат – ГЛ + ГФ) 

в жидкой среде Дворкина-Фостера (in vitro, 2021)

Скрининг способности зональных ризобактерий Pseudomonas sp. ис-
пользовать глифосат в качестве источника фосфора для метаболизма. 
В задачи исследований входила сравнительная оценка активности роста зо-
нальных изолятов ризобактерий рода Pseudomonas в зависимости от источни-
ка фосфора в питательной среде. Для этого ризобактерии культивировали на 
твердой питательной среде Муромцева, содержащей два источника фосфора 
(Ca3(PO4)2 + глифосат), а также содержащей глифосат в качестве единственного 
источника фосфора. 

В первом блоке экспериментов на питательной среде Муромцева, где бактерии 
культивировали в присутствии двух источников фосфора – глифосата и Ca3(PO4)2, 
выявлены наименее устойчивые к глифосату изоляты, которые слабо развива-
лись в этих условиях – Pseudomonas sp. P-1, Р-7, Р-11, Р-15, Р-54 (табл. 4). 

Во втором блоке in vitro экспериментов на питательной среде Муромцева, где 
единственным источником фосфора для Pseudomonas sp. служил гербицид глифо-
сат, определены изоляты, способные метаболизировать гербицид – Pseudomonas sp. 
P-6, Pseudomonas sp. P-9, Pseudomonas sp. P-12, Pseudomonas sp. P-16, P-19, Р-21, 
Pseudomonas sp. P-25, Р-28 и Pseudomonas sp. Р-42, которые на текущем этапе 
выделены как перспективные для следующих этапов скрининга (табл. 4). 

Таблица 4
Влияние источника фосфора на рост изолятов бактерий Pseudomonas sp. 

на твердой среде Муромцева (in vitro, 2021)

Изолят

Концентрация глифосата в питательной среде
с Ca3(PO4)2 без Ca3(PO4)2

0 (К) С1 С2 С3 0 (К) С1 С2 С3

Pseudomonas sp. P-1 +++ ++ + − − − − −
Pseudomonas sp. P-6 +++ +++ +++ +++ + ++ ++ −
Pseudomonas sp. P-7 +++ ++ + + + − − −
Pseudomonas sp. P-9 +++ +++ +++ +++ + ++ ++ −
P-10 +++ +++ +++ +++ ++ − − −
Pseudomonas sp. P-11 +++ ++ + + − − − −
Pseudomonas sp. P-12 +++ +++ +++ +++ + ++ ++ +
Pseudomonas sp. P-15 +++ ++ + + − − − −
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Изолят

Концентрация глифосата в питательной среде
с Ca3(PO4)2 без Ca3(PO4)2

0 (К) С1 С2 С3 0 (К) С1 С2 С3

Pseudomonas sp. P-16 +++ +++ +++ +++ + ++ ++ +
P-19 +++ +++ +++ +++ + + + −
P-21 +++ +++ +++ +++ + + + −
Pseudomonas sp. P-25 +++ +++ +++ +++ ++ ++ + −
P-28 +++ +++ +++ +++ + ++ + −
Pseudomonas sp. P-42 +++ +++ +++ +++ ++ + + −
Pseudomonas sp. P-54 +++ + + + − − − −

Примечание. +++ хороший рост; ++ средний рост; + слабый рост; − отсутствие роста; 
К − контроль.

В эту группу вошли зональные фосфатрастворяющие ризобактерии, которые 
могут развиваться и наращивать биомассу в отсутствии стандартных источников 
фосфора. Факт роста на среде с глифосатом, без традиционных источников фос-
фора, свидетельствует о способности отобранных зональных изолятов Pseudo-
monas sp. использовать этот гербицид для собственного метаболизма.

Таким образом, по результатам скрининга в условиях культивирования на твер-
дой питательной среде Муромцева, содержащей глифосат как единственный ис-
точник фосфора, определены перспективные целевые объекты среди зональных 
фосфатмобилизующих ризобактерий: Pseudomonas sp. P-6, Pseudomonas sp. P-9, 
Pseudomonas sp. P-12, Pseudomonas sp. P-16, P-19 и Р-21, Pseudomonas sp. P-25, 
Р-28 и Р-42), способные метаболизировать гербицид глифосат. 

Как и следовало ожидать, показатели роста фосфатмобилизующих ризобакте-
рий в минеральной питательной среде, содержащей глифосат как единственный 
источник фосфора, ниже, чем в условиях роста на неорганических фосфатах, 
традиционно входящих в состав питательных сред. Замедление роста бактерий 
на минеральных средах с глифосатом согласуется с литературными данными. 
Внесение глифосата представляет химический стресс для микроорганизмов. 

Негативное влияние глифосата на состав и активность почвенных микроор-
ганизмов связано с принципом его действия на клеточный метаболизм. Глифо-
сат – единственный гербицид, который ингибирует клеточный биосинтез аро-
матических аминокислот (тирозин, триптофан, фенилаланин) по шикиматному 
пути [17]. В пределах одного рода ризобактерий лишь отдельные штаммы явля-
ются устойчивыми к действию глифосата и способны его метаболизировать. По 
литературным данным даже для устойчивых к глифосату бактерий отмечается 
замедленный рост и наличие определенного латентного периода [35, 37]. 

Важной физиологической особенностью процесса деградации фосфонатов, и 
глифосата в частности, является необходимость периода адаптации микробных 
клеток к этому гербициду [35]. Уже на начальных этапах исследований по биодегра-
дации ГФ было установлено замедление роста и наличие определенного латентно-
го периода, прежде чем бактерия начинает метаболизировать глифосат [37].

Современная научная литература свидетельствует о негативном действии 
глифосата на состав и свойства почвенных микроорганизмов. Под действием 
глифосата элиминируется число культурных бактерий и грибов на загрязненных 
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пестицидом почвах [29, 30, 31]. В исследованиях Moneke et al. [32], Quinn et al. 
[33], Sannino et al. [34] установлено заметное снижение разнообразия бактерий 
при культивировании на твердых средах с глифосатом. 

Как уже было отмечено, высокая активность растворения фосфатов предста-
вителями Pseudomonas sp. связана, как правило, с биосинтезом кислых мета-
болитов и значительным снижением уровня рН среды [1, 3, 7, 9]. При изучении 
свойств зональных Pseudomonas sp. было установлено, что для отобранных 
перспективных изолятов ризобактерий отмечается наиболее значительное под-
кисление среды: для изолята Pseudomonas sp. Р-16 – до 2,67, для изолята Pseu-
domonas sp. Р-25 – до 3,13, для Pseudomonas sp. Р-12 – до 3,94 [7]. Наибольшее 
снижение уровня рН, до 2,67, было отмечено при культивировании изолята Pseu-
domonas sp. Р-16. Для изолятов Pseudomonas sp. Р-15, Р-21 и Р-28 отмечали 
менее существенное подкисление среды. Возможно, существует определенная 
корреляция между активностью растворения фосфатов и биодеградацией гли-
фосата под действием представителей Pseudomonas sp. (табл. 5).

Таблица 5
Фосфатрастворяющая активность зональных изолятов Pseudomonas sp. 

(in vitro, 2011 г.)

Изолят Содержание Р, мг/л рН среды
Pseudomonas sp. Р-1 72 3,79
Pseudomonas sp. Р-7 73 5,78
Pseudomonas sp. Р-12 505 3,94
Pseudomonas sp. Р-15 406 4,23
Pseudomonas sp. Р-16 257 2,67
Р-21 65 4,90
Pseudomonas sp. Р-25 620 3,13
Р-28 67 5,66
НСР05 22

В то же время изоляты Р-21 и Р-28, показавшие хорошие показатели роста на 
питательной среде с глифосатом и отобранные в качестве перспективных объ-
ектов для дальнейших исследований, незначительно подкисляли среду. Можно 
предположить наличие разнообразных и специфических механизмов биодеграда-
ции гербицида под действием зональных фосфатрастворяющих бактерий. 

В настоящее время известно несколько путей биодеградации глифосата под 
действием представителей Pseudomonas sp. В принципе, биодеградация глифо-
сата до безопасных соединений должна включать расщепление ковалентной С–Р 
связи с образованием саркозина, который далее метаболизируется ферментом 
саркозиноксидазой в глицин и формальдегид [21, 23, 27, 35]. Известно, что слож-
ный ферментный комплекс С–Р лиаза, расщепляющий эту связь, не является 
широко распространенным у микроорганизмов Сook et al. [36]. По данным Kishore 
and Jacob, 1987 [27], Pipke et al., [20, 26] и Balthazor and Hallas [28] разрыв кова-
лентной С–Р связи не обязательно является первой стадией катаболизма. 

По литературным данным более распространен у микроорганизмов фермент 
глифосатоксидоредуктаза, в результате действия которого глифосат трансформи-
руется в аминометилфосфоновую кислоту (аМФК) и глиоксилат [29, 36]. аминоме-
тилфосфоновая кислота – основной метаболит глифосата, который по-прежнему 
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содержит фосфоновую С–Р связь, сильно адсорбируется почвенными компонен-
тами, медленно разлагается в большинстве почв, накапливается и не проявляет 
гербицидных свойств [19, 29, 36]. Для биодеградации аМФК до безопасных соеди-
нений также требуется действие ферментного комплекса С–Р лиазы. 

ВыВОДы

Представлены результаты исследования зональных изолятов фосфатраство-
ряющих ризобактерий Pseudomonas sр. по оценке устойчивости к глифосату на 
твердых питательных средах (Ка, DN), поэтапного скрининга изолятов бактерий на 
твердой среде DN и в жидкой среде Дворкина-Фостера, содержащих разные ис-
точники углерода (глифосат, яблочная кислота, глифосат+яблочная кислота и гли-
фосат, глюкоза, глифосат+глюкоза), а также на твердой среде Муромцева с разны-
ми источниками фосфора (глифосат, ортофосфат кальция, глифосат+ортофосфат 
кальция). По результатам скрининга среди зональных изолятов Pseudomonas sр. 
отобраны перспективные целевые объекты, способныe метаболизировать герби-
цид глифосат как источник фосфора для роста. Установлено, что коллекционные 
фосфатрастворяющие бактерии Pseudomonas sр. практически не способны ис-
пользовать глифосат как единственный источник углерода для метаболизма. 
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SCREENING OF ZONAL ISOLATES PSEUDOMONAS SP. TOLERANCE 
TO GLYPHOSATE AND ITS UTILIZATION AS A SOURCE 

OF CARBON AND PHOSPHORUS

N. A. Мikhailouskaya, T. B. Barashenko, T. V. Pogirnitskaya, S. V. Dyusova 

Summary
Screening of zonal isolates Pseudomonas sр. by cultivation on solid and liquid nutri-

ent media with different sources of carbon and phosphorus at background of increasing 
concentrations of glyphosate resulted in the determination of perspective target objects, 
which are capable of metabolization herbicide glyphosate as a sole P-source. Screen-
ing showed that phosphorus solubilizing rhizobacteria Pseudomonas sр. virtually not 
capable of glyphosate utilization as sole carbon source for metabolism. 
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