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Резюме 

Глифосат является неселективным системным гербицидом с широким спектром действия для 

борьбы с сорняками, который ингибирует ключевой фермент, 5-енолпирувилшикимат-3-фосфат-

синтазу (EPSP), в шикиматном пути. Наиболее перспективной и экологичной стратегией удаления 

таких гербицидов из окружающей среды является микробная деградация. Показано, что некоторые 

бактерии могут превращать пестициды в биохимические строительные блоки, необходимые для 

цикла Кребса и гликолиза. К таким бактериям относятся Pseudomonas spр.; они хорошо 

адаптированы к стрессовым условиям среды. Псевдомонады могут быть использованы как 

биоинокулянты почв, загрязненных тяжелыми металлами, гербицидами и другими ксенобиотиками, 

что представляет собой биологическую альтернативу для повышения эффективности 

биоремедиации. Целью данной работы было исследование способности ростостимулирующего 

штамма Pseudomonas sp. OBA 2.4.1 использовать глифосат в качестве единственного источника 

углерода для своего роста. В нашем исследовании показано, что максимальная ингибирующая 

концентрация глифосата для исследуемого штамма равна 10.0 мг/мл в твердой питательной среде. 

Анализ роста Pseudomonas sp. OBA 2.4.1 с использованием жидкой минеральной среды Дворкина-

Фостера с разными источниками углерода показал хороший рост только в стандартной среде с 

глюкозой в качестве источника углерода. Активность роста штамма при наличии в питательной 

среде глифосата в сочетании с глюкозой уменьшалась практически в 2 раза. Полная замена глюкозы 

на глифосат приводило к еще более существенному снижению оптической плотности 

бактериальной суспензии. Таким образом, показано, что Pseudomonas sp. OBA 2.4.1 практически не 

способен использовать глифосат как единственный источник углерода для своего метаболизма. 
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Resume 

Glyphosate is a broad-spectrum, non-selective systemic herbicide for weed control that inhibits a key 

enzyme, 5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate synthase (EPSP), in the shikimate pathway. The most 

promising and environmentally friendly strategy for removing such herbicides from the environment is 

microbial degradation. Some bacteria have been shown to be able to convert pesticides into biochemical 

building blocks required for the Krebs cycle and glycolysis. Such bacteria include Pseudomonas spр., 

which are well adapted to stressful environmental conditions. Pseudomonas can be used as bioinoculants 

for soils contaminated with heavy metals, herbicides and other xenobiotics, which represents a biological 

alternative for increasing the efficiency of bioremediation. The aim of this work was to investigate the 

ability of the growth-promoting strain Pseudomonas sp. OBA 2.4.1 to use glyphosate as the sole carbon 

source for its growth. Our study showed that the maximum inhibitory concentration of glyphosate for the 

studied strain is 10.0 mg/ml in a solid nutrient medium. Analysis of the growth of Pseudomonas sp. OBA 

2.4.1 using a liquid mineral Dworkin-Foster medium with different carbon sources showed good growth 

only in a standard medium with glucose as a carbon source. The growth activity of the strain in the 

presence of glyphosate in combination with glucose in the nutrient medium decreased almost 2 times. 

Complete replacement of glucose with glyphosate led to an even more significant decrease in the optical 

density of the bacterial suspension. Thus, it was shown that Pseudomonas sp. OBA 2.4.1 is practically 

incapable of using glyphosate as the sole carbon source for its metabolism.  
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Введение 
В сельском хозяйстве гербициды широко 

используются для борьбы с сорняками, однако такое 

повсеместное применение может вызывать 

экологические проблемы [Thiour-Mauprivez et al., 

2019]. Самым широко применяемым гербицидом в 

мире является глифосат. Глифосат — это 

синтетическое фосфонатное соединение, применение 

которого растет с каждым годом [Wang et al., 2019; 

Maggi et al., 2020; Tang et al., 2021], особенно при 

выращивании генетически модифицированных 

растений [Masotti et al., 2021]. Чрезмерное 

использование глифосата может привести к 

нарушению в экосистемах, так как его остатки 

обнаруживают в воде, почве, воздухе и грунтовых 

водах, а также в продуктах питания [Zoller et al., 2018; 

Bocker et al., 2019]. Такой «остаточный эффект» 

может привести к торможению роста последующих 

сельскохозяйственных культур, загрязнению водных 

источников и гибели других организмов [Braga et al., 

2016]. Также существуют данные о том, что глифосат 

воздействует на репродуктивную систему 

лабораторных крыс, вызывает нарушение в 

почвенной экосистеме и микробиоте кишечника 

млекопитающих, домашних птиц, рептилий, а также 

медоносных пчел [Aitbali et al., 2018; Kittle et al., 2018; 
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Blot et al., 2019; Kubsad et al., 2019; Zhang et al., 2021; 

Li et al., 2021].  

В окружающей среде глифосат может 

восстанавливаться почвенными микроорганизмами, 

которые ускоряют его деградацию. Такая 

естественная биоремедиация считается 

высокоэффективной, недорогой и экологически 

чистой для восстановления загрязненных экосистем 

[Masotti et al., 2021]. Такие штаммы микроорганизмов 

имеют большой потенциал для широкого применения 

в мире. Показано, что бактерии могут разлагать 

глифосат на C, N и P, которые в дальнейшем могут 

быть использованы в качестве источников питания 

для роста бактерий [Yu et al., 2023]. У некоторых 

микроорганизмов, например, у Agrobacterium 

tumefaciens CHLDO обнаружен ген phn, отвечающий 

за метаболизм фосфоната, который активно 

экспрессируется в присутствии глифосата, что 

показывает его участие в деградации данного 

гербицида [Masotti et al., 2021]. Также существуют 

работы, где увеличивая экспрессию гена aroA 

Рseudomonas putida 4G-1, кодирующего ключевой 

фермент в пути биосинтеза ароматических 

аминокислот в микроорганизмах и растениях, 

увеличивали устойчивость микроорганизмов к 

глифосату [Sun et al., 2005; Ghaderitabar et al., 2020].  

Устойчивые к стрессу бактерии с 

ростостимулирующим потенциалом могут оказывать 

благотворное влияние на урожайность растений, 

выращиваемых в неблагоприятных условиях. Целью 

данной работы было оценка способности штамма 

Pseudomonas sp. OBA 2.4.1 использовать глифосат в 

качестве единственного источника углерода для 

своего роста. 

 

Материалы и методы

Максимальную ингибирующую 

концентрацию глифосата для исследуемого штамма 

Pseudomonas sp. OBA 2.4.1 определяли на твердой 

питательной среде LB (масс. % в водном растворе: 

бактотриптон – 1, дрожжевой экстракт – 0.5, NaCl – 

0.5, агар – 1.5). Глифосат готовили из гербицида 

«Торнадо-500» (АО «Август», Россия), в качестве 

исходного раствора использовали 50 %-й стерильный 

разведенный препарат. Затем культуру клеток 

выращивали на чашках Петри с добавлением 

глифосата в конечных концентрациях 3.0, 6.0, 8.0, 

10.0 мг/мл. После инкубации в термостате в течение 

24 часов при 28°С рассматривали рост бактериальных 

клеток [Khakimova et al., 2024]. 

Способность штамма Pseudomonas sp. OBA 

2.4.1 использовать глифосат в качестве единственного 

источника углерода для своего метаболизма 

исследовали в жидкой минеральной среде 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. При 

изучении глифосата в качестве источника углерода 

состав среды был немного изменен (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 [Михайловская и др. 

(Mikhailovskaya et al.), 2022]. Стерильные растворы 

глифосата и 10 %-й раствор глюкозы готовили 

отдельно для использования в качестве источников 

углерода. 

Схема эксперимента (добавки к среде 

Дворкина-Фостера без источника углерода): 

I – глюкоза 0.1 %; 

II – глифосат 3.0 мг/мл и 6.0 мг/мл; 

III - глюкоза + глифосат 0.1 % + 3.0 мг/мл и 

0.1 % + 6.0 мг/мл. 

В I колбе выращивали бактерии в 

стандартной среде Дворкина-Фостера (без 

дрожжевого экстракта), в следующих вариантах 

опыта были добавлены стерильный раствор глифосата 

до конечной концентрации 3 мг/мл и 6 мг/мл (II), в 

остальные колбы вносили последовательно глюкозу и 

глифосат (III) и тщательно перемешивали. Колбы 

помещали в термостат с постоянным 

перемешиванием (90 об/мин) при 28°С.  

Для исследования роста бактерий из каждой 

опытной колбы отбирали по 1 мл бактериальной 

суспензии с интервалами в 24 часа на протяжении 5 

суток. Критерием активности роста псевдомонад 

служили показатели оптической плотности 

бактериальной суспензии (λ = 590 нм, кювета 10 мм, в 

качестве контроля − питательная среда). Изначально 

псевдомонады были взяты в концентрации 10
6

КОЕ/мл. 

Статистическая обработка результатов. 

Эксперименты проводили в трех биологических и 

трех аналитических повторностях. Результаты 

обрабатывали с использованием пакета Microsoft 

Office Excel 2010. Представленные данные имеют 

соответствующие доверительные интервалы при 

уровне доверительной вероятности равной 0.95. 

 

Результаты и обсуждение 

Pseudomonas sp. OBA 2.4.1 был выделен из 

ризосферы остролодочника башкирского (Oxytropis 

bashkiriensis Knjas.) и в результате исследования по 

гену 16S рРНК и rpoD показано его сходство с 

типовым штаммом P. fluorescens IAM 12022 T 

[Чубукова и др. (Chubukova et al.), 2022]. Также 

показаны положительная сидерофорная активность и 

ростостимулирующий эффект данного штамма на 

растения гороха посевного [Хакимова и др. 

(Khakimova et al.), 2022; Khakimova et al., 2023]. 
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Микроорганизмы могут по-разному 

переносить негативное влияние различных 

соединений. Устойчивые к воздействию таких 

абиотических стрессов штаммы бактерий, 

обладающие ростостимулирующим действием, имеют 

особую ценность. В нашем исследовании штамм 

Pseudomonas sp. OBA 2.4.1 показал устойчивость к 

глифосату в концентрации до 8.0 мг/мл в среде, при 

10.0 мг/мл – роста бактерий не наблюдалось (рис.1). 

 

 
Рис. 1. Рост штамма Pseudomonas sp. OBA 2.4.1 на среде (к – контроль) и при стрессовом воздействии 

глифосата (концентрации в мг/мл) 

Fig. 1. Growth of the Pseudomonas sp. OBA 2.4.1 strain on the medium (k – control) and under the stress effect of 

glyphosate (concentrations in mg/ml) 

 

В литературе описываются Pseudomonas spр.

548, у которого не ингибировался рост в присутствии 

глифосата [Rabelo et al., 2023]. Другие масштабные 

исследования показывают, что многократное 

введение глифосата в почву на протяжении 

нескольких лет подряд ведет к снижению 

численности псевдомонад в грунте [Lorch et al., 2021]. 

В целом эти результаты подтверждают мнение о том, 

что повторное применение глифосата оказывает 

отрицательное влияние на численность почвенных 

псевдомонад. Известен штамм Pseudomonas sp. QJX-

1, способный расщеплять глифосат на нетоксичные 

продукты распада, такие как глицин, фосфат, NH3-N и 

NO3-N, далее эти метаболиты используются в 

качестве источников энергии для роста бактерий [Yu 

et al., 2023]. Ввиду этого устойчивые к данному 

пестициду Pseudomonas spр. особенно актуальны для 

поддержания равновесия определенной экосистемы. 

Далее был проведен анализ роста штамма 

Pseudomonas sp. OBA 2.4.1 с использованием жидкой 

минеральной среды Дворкина-Фостера с разными 

источниками углерода. Для этого сравнивали 

активность роста бактериального штамма в жидких 

средах с глюкозой (I), с глифосатом (II) и с двумя 

источниками углерода – глюкозой и глифосатом (III). 

Экспериментальные данные показывают, что штамм 

Pseudomonas sp. OBA 2.4.1 относительно хорошо рос 

в стандартной жидкой среде Дворкина-Фостера с 

глюкозой (I) в качестве источника углерода. При 

наличии в питательной среде глифосата титры 

бактерий, как правило, снижались. При замене 

стандартного источника углерода глифосатом 

бактерии практически не развивались (рис.2).  

 

 
 

Рисунок 2. Рост штамма Pseudomonas sp. OBA 2.4.1 в зависимости от источника углерода 

Figure 2. Growth of Pseudomonas sp. OBA 2.4.1 strain depending on carbon source 
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По результатам экспериментов получены 

кривые роста, характеризующие зависимость 

плотности популяции микроорганизмов от источника 

углерода в жидкой питательной среде и длительности 

эксперимента. Показаны кривые роста Pseudomonas 

sp. OBA 2.4.1 при двух концентрациях глифосата 3 и 

6 мг/мл. Характер кривых роста наглядно показывает 

хороший рост только в стандартной жидкой среде 

Дворкина-Фостера с глюкозой в качестве источника 

углерода. Активность роста штамма при наличии в 

питательной среде глифосата в сочетании с глюкозой 

уменьшалась практически в 2 раза. Полная замена 

глюкозы на глифосат в жидкой питательной среде 

приводило к еще более существенному снижению 

оптической плотности бактериальной суспензии. 

Таким образом, результаты скрининга 

позволяют заключить, что Pseudomonas sp. OBA 2.4.1 

практически не способен использовать глифосат как 

единственный источник углерода для своего 

метаболизма. 

 

Заключение 
В нашем исследовании ростостимулирующий 

штамм Pseudomonas sp. OBA 2.4.1, обладающий 

многими положительными активностями и 

устойчивый к глифосату до 8.0 мг/мл на твердой 

среде не показал устойчивый рост в жидкой 

питательной среде с глифосатом в качестве 

единственного источника углерода. Дальнейшие 

наши исследования будут направлены на поиск 

ризосферных PGPR псевдомонад, устойчивых к 

воздействию различных тяжелых металлов, 

гербицидов и других агрохимикатов, которые могут 

защищать растения от их токсического воздействия и 

стимулировать рост сельскохозяйственных культур 

даже при неблагоприятных условиях среды.  

 

Работа была выполнена с привлечением 

приборного парка ЦКП «Биомика» (Отделение 

биохимических методов исследований и 

нанобиотехнологии РЦКП «Агидель») и УНУ 

«КОДИНК». 
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