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Исследования проводили с целью изучения влияния внесения ростостимулирующих ризосферных бактерий рода Pseudomonas 
при искусственном загрязнении агросерой почвы медью в концентрации выше ориентировочно допустимого уровня на фрак-
ционный состав соединений металла в почве, массу растений яровой пшеницы и усвоение ими металла в вегетационном 
опыте. Для оценки влияния бактерий на распределение меди по почвенным фракциям использовали инокуляцию культурами 
P. fluorescens 20, P. fluorescens 21 и P. putida 23. Пшеницу выращивали до фазы трубкования при загрязнении почвы Cu(NO3)2·3H20 
в дозе Cu 300 мг/кг на фоне внесения NPK удобрений. Аккумуляцию Cu наблюдали во фракциях, связанных с органическим 
веществом, оксидами и гидроокислами Fe и Mn и в меньшей степени с карбонатами. Содержание меди в вегетативной массе 
и корнях после озоления в смеси HNO3 : HClO4 (2:1) и в почвенных фракциях определяли методом эмиссионно- оптической 
спектрометрии индуктивно- связанной плазмы. Бактерии повышали устойчивость растений к высокой концентрации 
меди и на 13…24 % увеличивали их массу, уменьшая фитотоксичность металла. Положительное действие бактерий при 
загрязнении медью обусловлено ростом содержания металла в корнях (в 18…19 раз относительно варианта с загрязнением 
без применения бактерий). Внесение микроорганизмов повышало содержание меди в почве главным образом в специфиче-
ски сорбированной и связанной с карбонатами фракциях, а также в составе железистых минералов, и в меньшей мере – в 
органической фракции, одновременно уменьшая содержание металла в остаточной фракции. Увеличивая содержание меди 
в вегетативных органах растений и усвоение ими металла из почвы, бактерии усиливали фитоэкстракцию – очистку за-
грязненной почвы. Рост усвоения меди растениями из почвы на 19…30 % при внесении микроорганизмов соответствовал 
увеличению ее нахождения в почве в относительно подвижных формах и уменьшению в остаточной фракции.
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Studies were carried out to investigate effect of application of growth- promoting rhizosphere bacteria of genus Pseudomonas in artificial 
contamination of agro-gray soil with copper in concentration above approximately permissible level on fractional composition of metal 
compounds in soil, weight of spring wheat plants and metal uptake by plants in pot experiment. To assess effect of bacteria on distribution 
of copper in soil fractions, inoculation with cultures P. fluorescens 20, P. fluorescens 21, and P. putida 23 was used. Wheat plants were 
grown up to booting stage in contamination with Cu(NO3)2·3H20 at rate of 300 mg Cu/kg of soil against background of NPK fertilization. 
Cu accumulation in fractions associated with organic matter, oxides and hydroxides of Fe and Mn and, to a lesser extent, with carbonates 
was established. Content of Cu in shoots and roots after combustion in mixture of HNO3 : HClO4 (2:1) and in soil fraction was determined 
by inductively coupled plasma emission- optical spectrometry. Bacteria rised plant resistance to high copper concentration and increased 
their weight by 13…24 %, reducing the phytotoxicity of metal. Positive effect of bacteria in copper contamination is due to increase in 
content of metal in roots (in 18…19 times relative to variant with copper contamination without bacteria application). Bacteria increased 
copper content mainly in specifically sorbed fraction associated with carbonates and in composition of ferruginous minerals, to lesser ex-
tent in organic fraction and decreased content of metal in residual fraction. Growth in copper uptake by plants from the soil by 19…30 % 
in application of bacteria corresponded to increase in its presence in soil in relatively mobile forms and decrease in the residual fraction.
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Медь (Cu) выступает одним из биологически значи-
мых и необходимых элементов для растений, однако при 
повышенных концентрациях может оказывать токсиче-

ское действие [1]. Биоремедиация токсичных тяжелых 
металлов (ТМ) вызывает значительный и растущий 
интерес, поскольку это экологически безопасный и эф-
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фективный метод восстановления окружающей среды, 
загрязненной ТМ, с использованием внутренних биоло-
гических механизмов микроорганизмов и растений [2]. 
Для ремедиации загрязненных ТМ почв и повышения 
продуктивности сельскохозяйственных культур иссле-
дуются стимулирующие рост растений ризосферные 
бактерии (plant growth- promoting rhizobacteria, PGPR) [3, 
4]. Представители PGPR рода Pseudomonas привлекают 
особое внимание благодаря широкой распространенно-
сти и присущим им ряду полезных для растений свой ств 
[3, 5]. Сообщается, что Pseudomonas обладают высокой 
устойчивостью к ТМ и имеют высокий биоремедиа-
ционный потенциал, в том числе в ассоциациях с раз-
личными видами растений [6]. Применение PGPR рода 
Pseudomonas существенно уменьшало фитотоксичность 
и повышало устойчивость растений к токсическому дей-
ствию различных ТМ [7, 8]. Установлены значительная 
стимуляция роста растений подсолнечника и увеличение 
поглощения Cu вегетативной биомассой и корнями по-
сле инокуляции бактерией P. lurida штаммом EOO26 
на фоне загрязнения почвы CuSO4·5H2O [1]. Приме-
нение ростостимулирующей ризосферной бактерии 
P. thivervalensis улучшило параметры роста растений 
рапса (Brassica napus L.), в том числе увеличило био-
массу и потребление Cu растениями на загрязненной 
металлом почве [9]. В последние годы, несмотря на то, 
что имеются многочисленные данные, свидетельству-
ющие о значительной стимуляции роста растений под 
влиянием PGPR, исследований по изучению раститель-
ных и в особенности почвенных механизмов ремедиации 
загрязненных ТМ почв, в том числе Cu, под влиянием 
этих бактерий проведено относительно недостаточно.

Цель исследований – изучение влияния внесения 
PGPR рода Pseudomonas на фракционный состав со-
единений Cu в почве, массу растений яровой пшеницы 
и усвоение Cu растениями при их выращивании на за-
грязненной ТМ в повышенной концентрации агросерой 
почве.

Методика. Исследования проводили при выращива-
нии яровой пшеницы T. aestivum L. сорта Злата (ФИЦ 
«Немчиновка») в вегетационном опыте при искусствен-
ном загрязнении Cu(NO3)2·3H20 пахотной среднесугли-
нистой агросерой почвы (слой 0…20 см) юга Москов-
ской области. В сосудах, содержащих 800 г почвы, вы-
ращивали по 9 растений до фазы трубкования в течение 
27 дней. В контрольном варианте растения выращивали 
в почве без внесения меди и без инокуляции бактериями. 
Вариант с внесением меди без бактерий рассматривали 
для оценки влияния загрязнения почвы на распределение 
металла по почвенным фракциям и на ее усвоение рас-
тениями. В почву вносили Cu из расчета 300 мг/кг, что 
в 2,3 раза превышало ориентировочно допустимую кон-
центрацию (ОДК) для аналогичных почв. С этой солью 
было внесено 106 мг N/сосуд, поэтому в контрольном 
варианте (без внесения Cu(NO3)2·3H20 и бактерий) при-
меняли азот в виде NH4NO3 в такой же дозе, какая была 
использована в загрязненных вариантах. То есть, доза 
азота была выровнена во всех вариантах опыта, растения 
выращивали на фоне внесения PK-удобрений в виде од-
нозамещенного фосфорнокислого калия и сернокислого 
калия по 106 мг действующего вещества/сосуд, исходя 
из соотношения N : P : K = 1:1:1. Для изучения влияния 
бактерий на распределение металла по фракциям в по-
чве использовали варианты с внесением металла в почву 
и с инокуляцией бактериями штаммов P. fluorescens 20, 
P. fluorescens 21 и P. putida 23. Поступление металла 
в растения и их рост рассматривали в вариантах с вне-
сением металла в почву без бактериальной инокуляции. 

При посеве стерилизованные семена инокулировали 
суспензиями бактерий из расчета 108 клеток на растение. 
В вариантах без инокуляции бактериями применяли ав-
токлавированные бактериальные суспензии. Влажность 
почвы в течение роста растений поддерживали не ниже 
60 % полной полевой влагоемкости (21 % мас. %).

Вегетативную массу (листья и стебли) после сре-
зания растений высушивали при 70 oС, взвешивали 
и озоляли (0,5 г) в смеси концентрированных кислот 
HNO3 : HClO4 (2:1). В почве фракционировали со-
единения Cu методом последовательных селективных 
экстракций. Выделяли следующие фракции Cu: водо-
растворимую; обменную (экстрагент – 0,05 М Са(NO3)2); 
специфически сорбированную, связанную с карбоната-
ми (2,5 % CH3COOH); связанную с органическим веще-
ством (0,1 K4P2O7); связанную с железистыми минерала-
ми (реактив Тамма при ультрафиолетовом облучении). 
Содержание Cu в остаточной фракции, прочно связанной 
с глинистыми минералами, устанавливали по разности 
между внесенным в почву количеством металла и его 
суммой в выделенных фракциях. Концентрацию меди 
в растворах, полученных при последовательной экс-
тракции из почвы, а также в растворах озоленных рас-
тительных препаратов измеряли методом эмиссионно- 
оптической спектроскопии индуктивно- связанной 
плазмы на спектрометре ICP-OES 5110 (Agilent, США). 
Статистическую обработку полученных данных прово-
дили, используя функции F.TEST (оценка вероятности 
сходства выборок), ДОВЕРИТ.НОРМ (определение до-
верительного интервала для среднего при нормальном 
распределении), КВАДРОТКЛ (оценка отклонений 
точек от среднего) и НОРМ.РАСП (оценка нормального 
распределения) пакета MS Excel 2010.

Результаты и обсуждение. Анализ распределения 
по фракциям показал, что медь находится во всех 
выделенных фракциях почвы примерно через месяц 
после выращивания растений (табл. 1). В модельном 
эксперименте при внесении Cu(NO3)2·3H20 в дерново- 
подзолистую почву и чернозем медь была представлена 
во всех фракциях, выделенных аналогичным использо-
ванным в наших исследованиях методом [10].

В водорастворимой и обменной фракциях во всех 
вариантах содержалась незначительная доля метал-
ла – 0,1…0,3 % от внесенного количества. Медь акку-
мулировалась вне зависимости от применения бактерий, 
главным образом во фракции, связанной с органиче-
ским веществом (34,1…44,0 %), и фракции, связанной  

Табл. 1. Фракционный состав соединений Cu в почве при 
внесении бактерий на фоне загрязнения почвы металлом 

Вариант
Водо-

раство-
римая

Обмен-
ная

Специ-
фически 
сорбиро-
ванная

Связанная
Остаточ-

ная
с органи-

ческим ве-
ществом

с желези-
стыми ми-
нералами

Cu без 
внесения 
бактерий 

0,6±0,08
0,2±0,07

0,7±0,10
0,2±0,03

26,0±3,2
8,7±1,2

102,3±15,0
34,1±5,1

40,9±5,9
13,6±1,7

123,5±18,0
43,2±6,4

Cu + 
+ P. flu
orescens 
20

0,9±0,13
0,3±0,04

0,5±0,07
0,2±0,03

37,8±5,5
12,6±1,6

113,0±14,8
37,7±5,2

101,7±15,0
33,9±4,9

46,1±6,7
15,3±2,1

Cu + 
+ P. flu
orescens 
21

0,9±0,12
0,3±0,03

0,4±0,06
0,1±0,01

36,1±5,4
12,0±1,6

119,8±17,1
39,9±5,6

74,2±11,0
24,7±3,5

68,6±10,1
23,0±2,9

Cu + 
+ P. puti
da 23

0,9±0,12
0,3±0,04

0,4±0,06
0,1±0,01

37,0±5,5
12,3±1,7

131,9±19,0
44,0±6,6

56,1±8,2
18,7±2,5

73,7±10,3
24,6±3,5

*в числителе – мг/кг почвы, в знаменателе – % от внесенного коли
чества.
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с оксидами и гидроксидами Fe и Mn (13,6…33,9 %), 
и в меньшей степени – в специфически сорбированной 
фракции, связанной с карбонатами (8,7…12,6 %). На при-
мере дерново- подзолистой почвы и чернозема показано, 
что для Cu характерно большое сродство к органическо-
му веществу при загрязнении азотнокислой медью [10]. 
В остаточной фракции, связанной с глинистыми минера-
лами, было сосредоточено 15,3…43,2 % ТМ.

Внесение бактерий оказало существенное влияние 
на распределение в почве Cu. Под влиянием бактерий 
P. fluorescens 20 и P. fluorescens 21 обнаружено увеличение 
в 1,8…2,5 раза содержания ТМ во фракции, связанной с ок-
сидами и гидроксидами Fe и Mn, в варианте с P. putida 23 
величина этого показателя увеличилась в 1,4 раза. Кроме 
того, внесение бактерий способствовало увеличению со-
держания меди в специфически сорбированной фракции, 
связанной с карбонатами, в 1,4 … 1.5 раза. Бактерии до-
стоверно увеличили содержание Cu во фракции, связан-
ной с органическим веществом – на 11…29 %. Вследствие 
всех этих изменений в вариантах с бактериями содержа-
ние меди в остаточной фракции уменьшилось с 43,2 % 
до 15,3…24,6 % от внесенного количества и составило 
37…60 % по отношению к варианту без применения 
бактерий. То есть, при внесении бактерий значительная 
часть металла после выращивания пшеницы до фазы 
трубкования сосредотачивалась в относительно подвиж-
ных формах, при этом уменьшаясь в остаточной фракции.

При загрязнении почвы Cu установлено значительное 
ингибирование роста яровой пшеницы (табл. 2). Это вы-
ражалось в уменьшении на 13…24 % массы вегетативных 
органов и целых растений относительно контроля – без 
загрязнения ТМ и бактериальных инокуляций. При-
менение бактерий уменьшило токсическое действие Cu 
и стимулировало рост растений. При внесении бактерий 
вегетативная масса растений, подвергнутых Cu-стрессу, 
была на 13…16 % больше, в сравнении с вариантом с за-
грязнением ТМ без бактериальных инокуляций. Бактерии 
при загрязнении Cu также способствовали лучшему 
росту корневой системы – масса корней увеличилась 
на 20…24 %.

Загрязнение Cu почвы вне зависимости от внесения 
бактерий до полутора раз увеличило содержание ТМ 
в вегетативной массе (табл. 3).

При загрязнении почвы Cu величина этого показателя 
в корневой системе увеличилась в значительно бóльшей 
степени, чем в вегетативной массе. В варианте без вне-
сения бактерий содержание Cu в корнях увеличилось 
в 17 раз, при внесении бактерий – в 18…19 раз по сравне-
нию с контролем. Относительно варианта с загрязнением 
Cu без бактерий содержание ТМ в корнях при инокуляции 
P. fluorescens 20 увеличилось на 14 %, при применении 
P. fluorescens 21 и P. putida 23 – в виде тенденции – 
на 10…11 %. Применение бактерий в загрязненных усло-
виях увеличило усвоение или вынос металла (в мкг/сосуд) 
из почвы вегетативной массой на 17…30 %, в наиболь-
шей степени – в варианте с P. fluorescens 21, в сравнении  

с загрязнением ТМ без бактерий (табл. 3). То есть, 
внесение бактерий усилило фитоэкстракцию – очистку 
загрязненной почвы. Под влиянием бактерий усвоение 
Cu корнями в загрязненных условиях увеличилось 
в 1,5…1,6 раза. Усвоение Cu корнями вне зависимости 
от внесения бактерий было в 6…8 раз больше, чем веге-
тативной массой из-за его более высокого содержания.

Увеличение усвоения Cu вегетативной массой 
и корневой системой инокулированных бактериями 
рода Pseudomonas растений, вероятно, было обуслов-
лено увеличением подвижности в почве металла, о чем 
свидетельствуют уменьшение его доли и содержания 
в остаточной фракции и повышенное содержание в по-
чве в других формах, кроме водорастворимой и обмен-
ной фракций. PGPR способны влиять на подвижность 
в почве и биодоступность металлов через процессы 
подкисления, комплексоообразования, осаждения 
и окислительно- восстановительные реакции [11, 12]. 
Продуцирование PGPR ряда веществ, в том числе си-
дерофоров – низкомолекулярных органических соедине-
ний, также переводит ТМ в растворимые и биодоступ-
ные формы и наряду с другими полезными свой ствами 
ризобактерий стимулирует рост растений и уменьшает 
неблагоприятное действие ТМ [11, 12, 13]. Так, уста-
новлено, что дитиокарбоновая кислота – сидерофор, 
продуцируемый Pseudomonas spp., образует раствори-
мые комплексы с Cr, Cu, Fe, Mn, Ni и Zn, но осаждает 
из раствора Cd, Pb и As [13]. Повышенное содержание 
Cu в почве в составе вышеупомянутых фракций, при 
внесении всех бактерий, вероятно, связано с продуциро-
ванием бактериальных сидерофоров, которые образуют 
растворимые комплексы с Cu. Бόльшее усвоение Cu 
растениями при применении бактерий, а, следовательно, 
усиление фитоэкстракции, было обусловлено тем, что 
значительная часть меди сосредотачивалась в относи-
тельно подвижных формах, уменьшаясь в остаточной 
фракции и, вероятно, вследствие этого, увеличением 
подвижности и биодоступности металла.

Повышение устойчивости растений яровой пшеницы 
к токсическому действию меди и усиление фитоэкстра-
ции при применении PGPR имеет не только теорети-
ческое, но и большое практическое значение. Впервые 
показано, что бактерии не только повышают продук-
тивность загрязненных растений. Учитывая то, что, 
вне зависимости от формы поступления техногенных 
соединений ТМ, Cu в загрязненных почвах локализуется 
в основном в труднодоступных формах [15], бактерии 
переводят медь в более подвижные формы и, увеличивая 
фитоэкстракцию, уменьшают ее содержание в почве, тем 
самым, способствуют очистке почвы. Кроме того, при 
дефиците подвижной меди в почве с достаточно высоким 
валовым содержанием микроэлемента, ее поступление 
в растения из почвы во многом определяется активно-
стью почвенных микроорганизмов [16], и применение 

Табл. 2. Масса растений яровой пшеницы при внесении 
бактерий на фоне загрязнения почвы медью  

(сухое вещество), г/сосуд
Вариант Вегетативная 

масса Корни Целое  
растение

Без внесения Cu и бактерий – 
контроль

2,65 0,61 3,26

Cu без внесения бактерий 2,01 0,41 2,42
Cu + P. fluorescens 20 2,32 0,50 2,82
Cu + P. fluorescens 21 2,28 0,49 2,77
Cu + P. putida 23 2,33 0,51 2,84
НСР05 0,26 0,08 0,34

Табл. 3. Содержание в растениях и усвоение Сu 
растениями при внесении бактерий на фоне загрязнения 

почвы металлом 

Вариант 
Содержание Сu в 
растениях, мг/кг

Усвоение Сu расте-
ниями, мкг/сосуд

вегетатив-
ная масса корни вегетатив-

ная масса корни
Без внесения Сu  
и бактерий – контроль

11 24 29 15

Сu без внесения бактерий 15 399 30 164
Сu +P. fluorescens 20 15 456 35 263
Сu +P. fluorescens 21 17 441 39 255
Сu + P. putida 23 15 440 35 259
НСР05 2 74 4 31
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исследованных бактерий будет способствовать увели-
чению продуктивности сельскохозяйственных культур.

Выводы. Внесение PGPR рода Pseudomonas обе-
спечило повышение устойчивости яровой пшеницы 
к высокой концентрации Сu в почве и увеличение массы 
растений, значительно уменьшая фитоксичность метал-
ла. Положительное действие бактерий при загрязнении 
почвы Cu было обусловлено увеличением содержания 
и накопления ТМ в корнях – ответной протекторной реак-
цией растений на загрязнение почвы. Внесение бактерий 
повышало усвоение ТМ вегетативной массой из почвы, 
тем самым, усиливая фитоэкстракцию – очистку почвы 
от загрязнения и улучшая ремедиацию загрязненной 
почвы. Под влиянием бактерий содержание Сu в почве 
возросло главным образом в специфически сорбиро-
ванной и связанной с железистыми минералами фрак-
циях, в меньшей мере – в органической фракции, одно-
временно содержание металла в остаточной фракции 
уменьшилось. Увеличение усвоения Cu растениями при 
внесении бактерий обусловлено тем, что значительная 
часть металла переходила в относительно более под-
вижные формы, вследствие этого, вероятно, увеличилась 
его биодоступность.
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