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БІОРІЗНОМАНІТТЯ ТА БІОБЕЗПЕКА 
ЕКОСИСТЕМ

Накапливаясь в почве, пестициды спо-
собны влиять на развитие полезной ми-
кробиоты и патогенных микроорганизмов, 
ингибируя или стимулируя их рост, также 
их действие может распространяться на 
развитие болезней, рост, споруляцию, про-
растание пропагул, выживание и конку-
рентно-сапрофитную активность почвеных 
микромицетов [1–3]. 

Большинство работ, посвященных изу-
чению влияния пестицидов на почвенную 
микробиоту, построено на проведении по-
левых опытов, однако влажность почвы, 
значение ее рН, содержание тяжелых ме-
таллов и ряд других факторов, могут су-
щественно изменять состав и численность 
микроорганизмов [4–7]. Поэтому для оцен-
ки действия данных веществ необходимо 
проводить лабораторные тесты, которые 
обеспечат стандартные контролированные 
условия для всех образцов, а единственной 
переменной величиной будет непосред-
ственно класс исследуемого пестицида. 

Для определения чувствительности бак-
терий к действию конкретного пестицида 
используют диско-диффузионный метод, 

который имеет ряд недостатков, особенно 
в отношении сложности учета и интерпре-
тации результатов [8].

Альтернативой общепринятому методу 
определения токсичности пестицидов нами 
предложено экспресс-метод с использо-
ванием тест-полосок, изготовленных на 
основе инертных материалов с нанесением 
градиента концентраций пестицида, ко-
торые способны отображать наименьшие 
изменения чувствительности культуры. 
Преимущество такого теста заключается 
в его простоте, скорости подготовки и по-
становке.

Целью нашего исследование был под-
бор оптимальных культур биосенсоров для 
оценки токсичного воздействия пестици-
дов с применением тест-полосок.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
ИССЛЕДОВАНИЙ

Оценку токсичности пестицидов про-
водили в лабораторных условиях с при-
менением тест-полосок, на поверхность 
которых нанесен градиент концентраций 
пестицидов, в следующих вариантах: вода 
(контроль), минимальная рекомендованная 
рабочая доза (РРД), средняя РРД, макси-
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мальная РРД, доза, увеличенная в 2, 4, 10 раз  
относительно максимально рекомендован-
ной. Минимальная ингибирующая кон-
центрация (МИК) определялась по месту 
пересечения зоны задержки роста (ЗЗР) 
культуры с зоной полоски определенной 
концентрации. Обработку результатов про-
водили с помощью микробиологического 
анализатора BIOMIC V3 (Giles Scienti-
fic Inc., США). Для посева исследуемых 
микроорганизмов готовили гомогенные 
суспензии плотностью 1–2·108 клеток/мл, 
используя только чистые культуры. В ка-
честве биосенсоров использовали микро-
организмы следующих родов: Azotobacter  
(A. chroococcum), Rhizobium (R. leguminosa-
rum), Bradyrhizobium (B. japonicum), Pseu-
domonas (P. fluorescens), Azospirillum (A. li- 
poferum), Bacillus (B. subtilis), Paenibacillus 
(P. рolymyxa) коллекции Института агро-
экологии и природопользования НААН. 
Культивирование микроорганизмов прово-
дили по общепринятым методикам, учет ре-
акции осуществляли через 24, 48 и 72 часа 
(с целью исключения ошибочной интерпре-
тации, ввиду возможного временного бак-
териостатического эффекта препарата).

 Для оценки были выбраны пестициды, 
относящиеся к разным классам токсично-
сти по отношению к почвенному микро-
биоценозу и активно использующиеся в 
агротехнической практике Украины, рабо-
чие растворы готовили согласно инструк-
ций фирм производителей.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Исследование гербицидов Пульсар и 
Захист не производили бактериостатиче-
ский эффект ни на одну из тест-культур 
биосенсоров. Препарат Примэкстра Голд 
на какое-то время ингибировал рост ми-
кроорганизмов R. leguminosarum и B. sub-
tilis, уменьшение ЗЗР последних имело 
место на третьи сутки, а использование 
гербицида Ураган Форте отразилось в виде 
бактериостатического эффекта на культуре  
B. subtilis. Использование фунгицида Фо-
ликур привело к возобновлению роста ми-
кроорганизмов A. chroococcum и B. subtilis 
на третьи сутки проведения опыта. Наи-

более выраженным бактериостатическим 
действием характеризовался препарат Фа-
стак, который на некоторое время ингиби-
ровал рост трех культур — R. leguminosarum,  
P. fluorescens и A. lipoferum. 

Для исключения пролонгированного 
бактериостатического эффекта все вариан-
ты, в которых имело место возобновление 
роста на третьи сутки, инкубировали еще 
на протяжении 24 часов, однако площадь 
ЗЗР ни в одном варианте не изменилась.

Результаты проведенного анализа ука-
зывают на то, что касательно скорости 
реакции, оптимальной культурой-биосен-
сором является P. рolymyxa, при использо-
вании которой учет можно проводить уже 
через сутки, поскольку к этому времени 
формируется четкая ЗЗР (рисунок). 

По тем же соображениям среди других 
тест-культур нужно выделить P. fluorescens, 
в случае с которой для всех исследуемых 
пестицидов, за исключением инсектицида 
Фастак, регистрацию реакции можно про-
водить в то же время. 

Значительную скорость роста при бак-
териостатическом воздействии препарата 
показала культура-биосенсор A. chroococ-
cum, четкая ЗЗР формировалась на вто-
рые сутки и лишь под действием препарата  
Фоликур изменялась со временем.

Микроорганизмы R. leguminosarum и  
A. lipoferum по скорости роста не уступали 
A. chroococcum, однако время для отдель-
ных исследуемых препаратов необходимо 
было увеличивать до 72 час. Следует от-
метить, что при одинаковой чувствитель-
ности разных микроорганизмов к одному 
и тому же пестициду показатель скорости 
формирования стойкой ЗЗР может слу-
жить поводом для выбора других бактерий 
в качестве биосенсоров.

Нестабильный рост показывали микро-
организмы B. subtilis, а необходимость уве-
личения срока инкубации до 72 час снижал 
их ценность как тест-культур.

Установлено, что при воздействии гер-
бицида Примэкстра Голд все микроорга-
низмы, кроме B. japonicum, реагировали 
формированием ЗЗР, чувствительными 
оказались микроорганизмы рода Azotobac-
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ter, где ингибирующее действие препарата 
имело место даже в рабочей концентрации, 
а также бактерии A. lipoferum та P. рoly- 
myxa.

Рост микроорганизмов P. fluorescens и  
B. subtilis прекращался в варианте с кон-

центрацией гербицида, увеличенной в 4 ра- 
за по сравнению с рекомендованной мак-
симальной дозой. Значительную стойкость 
проявили бактерии R. leguminosarum, рост 
которых ингибировался лишь с примене-
нием 10-тикратной дозы.

Скорость формирования стойкой ЗЗР с учетом бактериостатического влияния препарата: а) 
Примекстра Голд, б) Пульсар, в) Ураган Форте, г) Захист, д) Фоликур, е) Фастак (часов)

а) б) в)

г) д) е)
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К действующему веществу препарата 
Пульсар наибольшую чувствительность 
проявляли P. рolymyxa, МИК для них слу-
жила двойная доза пестицида. Одинаковые 
значения чувствительности показывали 
культуры A. chroococcum и A. lipoferum, ко-
торые приостанавливались в росте при ис-
пользовании четырехкратной максималь-
ной концентрации препарата. 

Малочувствительными к действию 
гербицида оказались микроорганизмы  
P. fluorescens и B. subtilis, рост которых 
прекращался при действии максимальной 
10-кратной концентрации препарата. Два 
вида (R. leguminosarum, B. japonicum) не 
проявили реакции на действие гербицида. 
Для каждого из микроорганизмов рабочая 
концентрация препарата Пульсар не явля-
лась токсичной.

Наименьшее отрицательное действие 
на микроорганизмы оказывал препарат 
Ураган Форте. 

Лишь одна тест-культура (P. fluorescens) 
положительно откликнулась на его присут-
ствие в среде с 10-кратной максимальной 
концентрацией, однако и тогда диаметр 
ЗЗР был незначительным. 

Анализ реакции тест-культур на дей-
ствие фунгицида Захист показал, что 
данный препарат характеризируется зна-
чительной антимикробной активностью, 
даже в разведениях, рекомендованных 
для рабочего раствора. Сверхчувстви-
тельность к данному препарату показали  
B. japonicum, B. subtilisи и P. рolymyxa, рост 
которых прекращался даже в вариантах 
с применением минимальных концентра-
ций. Четко выраженное ингибирующее 
действие пестицида имело место также и 
в случае с бактериями R. leguminosarum,  
A. сhroococcum, для которых МИК состав-
ляла средняя рабочая доза препарата. 

Малочувствительными оказались B. sub-
tilis, ЗЗР которых сформировалась лишь 
в случае с наибольшей концентрацией 
фунгицида. Не среагировала на препарат 
культура-биосенсор A. lipoferum.

Чувствительными сенсорами при дей- 
ствии препарата Фастак являются A. chroo-
coccum, R. leguminosarum и P. рolymyxa, 

МИК которых отвечала двойной дозе пре-
парата, а самыми стойкими в этом случае 
оказались микроорганизмы B. subtilis и  
A. lipoferum — ингибирование их роста име-
ло место лишь при действии наибольшей 
концентрации этого инсектицида. Пре-
парат Примэкстра Голд даже в рабочих 
дозах проявлял токсическое действие на  
A. сhrooсосcum, а фунгицид Захист, при-
меняемый в концентрациях, соответству-
ющих рекомендованным дозам, тормозил 
рост всех микроорганизмов. Наименьшую 
чувствительность в качестве тест-культуры 
продемонстрировал к препарату Ураган 
Форте лишь один биосенсор (P. fluorescens) 
формированием ЗЗР.

Анализ чувствительности некоторых 
микроорганизмов к определенным пести-
цидам показал, что каждая тест-культура 
реагирует на них по-разному (таблица). 

Самыми чувствительными сенсорами 
можно назвать А. chroococcum и P. polymyxa, 
рост которых прекращался даже при незна-
чительном превышении рекомендованной 
дозы. Исключением был гербицид Ураган 
Форте, который по шкале токсичности от-
носится к группе условно токсичных, воз-
можно, пестициды этой категории требуют 
индивидуального подбора, так как лишь 
некоторые типы микроорганизмов реаги-
руют на его умеренные концентрации.

Ценным свойством этих микроорга-
низмов как сенсоров является отсутствие 
взаимосвязи между степенью чувствитель-
ности и типом препарата. Все типы пести-
цидов (гербициды, фунгициды, инсекти-
циды) провоцировали формирование ЗЗР.  
В целом, можно утверждать, что тест-куль-
туры А. chroococcum и P. рolymyxa могут 
быть использованы с целью определения 
токсического воздействия большинства 
пестицидов.

Высокую чувствительность к действию 
пестицидов показали бактерии вида P. flu-
orescens — для задержки их роста в трех 
случаях было достаточно использования 
четырехкратных доз, два препарата (При-
мекстра Голд, Ураган Форте) проявляли 
бактерицидное действие в концентрациях, 
которые в 10 раз превышали рекомендо-
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ванную дозу. Помимо этого, P. fluorescens 
является единственной тест-культурой, 
позитивно среагировавшей на малоток-
сичный препарат Ураган Форте, что сви-
детельствует о ее диагностической цен-
ности. 

Умеренная чувствительность зафик-
сирована в варианте с тест-культурой B. 
subtilis — только один пестицид не приво-
дил к формированию ЗЗР, большинство 
исследуемых препаратов отрицательно 
влияли на рост этих микроорганизмов при 
увеличении их концентраций в 10 раз, а 
чувствительность данной культуры не за-
висела от типа препарата.

ВЫВОДЫ

Анализ данных чувствительности ис-
следуемых микроорганизмов к отдельным 
пестицидам показал, что каждая тест-куль-
тура по-разному реагирует на их примене-
ние. Чувствительными сенсорами можно 

считать А. chroococcum и P. polymyxa. Срав-
нивая полученные данные скорости фор-
мирования устойчивой зоны задержки ро-
ста и чувствительности микроорганизмов 
к действию конкретных препаратов, мож-
но утверждать, что сенсоры P. polymyxa и  
P. fluorescens пригодны для биотестирова-
ния различных типов пестицидов. При изу-
чении реакции предложенных тест-культур 
на другие виды пестицидов необходимо 
контролировать зону задержки роста че-
рез сутки после ее формирования для ис-
ключения бактериостатического действия 
препарата и неточностей интерпретации 
результатов.

Все исследуемые пестициды, за исклю-
чением гербицида Ураган Форте, в разной 
степени проявляли токсичное воздействие в 
отношении микроорганизмов-индикаторов. 
Полученные данные требуют пересмотра 
регламентов применения пестицидов при 
проведении их экологической экспертизы.

Рекомендуемые биосенсоры для некоторых пестицидов

Препарат Тест-культура Срок инкубации, час

Примекстра Голд P. polymyxa
P. fluorescens
А. chroococcum

24
24
48

Пульсар P. polymyxa
P. fluorescens
А. chroococcum

24
24
48

Ураган Форте P. fluorescens 24

Захист P. polymyxa
А. chroococcum

24
48

Фоликур P. polymyxa
P. fluorescens

24
24

Фастак P. polymyxa
А. chroococcum
P. fluorescens

24
48
48
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