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ВВЕДЕНИЕ

Метсульфурон-метил является одним из наи-
более широко используемых гербицидов на полях 
по всему миру из-за его низкой стоимости и дей-
ствия на широкий спектр сорных растений. Одна-
ко метсульфурон-метил может быть токсичным для 
чувствительных видов растений в системах севообо-
рота при чрезвычайно низких концентрациях в почве 
[1–3]. Время персистенции метсульфурон-метила 
в почве может составлять от от нескольких недель 
до нескольких месяцев в зависимости от рН почвы, 
содержания органического углерода, микробной 
биомассы и глинистой фракции [4, 5]. Это приво-
дит к необходимости применения средств, которые 
защищали бы чувствительные культуры от остатков 
метсульфурон-метила.

Исследователи активно ищут новые возможности 
практического применения полезных для растений 

микроорганизмов [6]. Это связано с растущей обес-
покоенностью потребителей сельскохозяйственной 
продукции токсическим воздействием пестицидов, 
а также большим потенциалом бактерий для реше-
ния различных задач агрономии. Использование 
бактерий в качестве антидотов гербицидов было 
продемонстрировано относительно недавно [7–9]. 
В описанных экспериментах зафиксировано улучше-
ние роста сельскохозяйственных растений, но мало 
внимания уделено биохимическим процессам, опо-
средующим защитное действие бактерий.

Гербицидный эффект метсульфурон-метила свя-
зан с ингибированием ферментативной активности 
ацетолактатсинтазы (АЛС) чувствительных растений. 
Также этот гербицид может влиять на накопление 
активных форм кислорода в обработанных расте-
ниях, хотя окислительный стресс является вторич-
ным следствием ингибирования АЛС [10]. Цель ра-
боты – оценка влияния бактерий P. protegens DA1.2 
и содержащей их метаболиты культуральной жид-
кости (КЖ) на активность АЛС и антиоксидантный 
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Исследовали биохимические процессы, опосредующие положительное влияние бактерий на 
растения, испытывающие гербицидный стресс. Для этого оценили действие штамма бактерий 
Pseudomonas protegens DA1.2, низкомолекулярной (<5 кДа) и высокомолекулярной (>5 кДа) фрак-
ций его культуральной жидкости (КЖ) на активность ацетолактатсинтазы (АЛС) и антиокси-
дантный статус рапса (Brassica napus L.) сорта Купол, выращенного при искусственном осве-
щении в загрязненной метсульфурон-метилом почве.  Штамм P. protegens DA1.2 и его метабо-
литы  способствовали увеличению массы побегов рапса на 21–68%, уменьшали ингибирование 
фермента АЛС на 11–24% и смягчали проявления окислительного стресса. Защитный эффект 
обработок убывал в ряду: КЖ с живыми клетками бактерий–низкомолекулярная фракция КЖ–
высокомолекулярная фракция КЖ. Рост активности супероксиддисмутазы на 51–94% и глутати-
онредуктазы на 17–20% в обработанных бактериями или их метаболитами растениях указывал 
на возможное участие этих антиоксидантных ферментов в уменьшении фитотоксичности поч-
венных остатков метсульфурон-метила для растений рапса. 
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статус растений рапса, выращенных в загрязненной 
метсульфурон-метилом почве.

МЕТОДИКА ИССЛЕДОВАНИЯ

Штамм бактерий DA1.2 вида P. protegens был ранее 
выделен авторами и описан как стимулятор роста 
растений, эффективно действующий на фоне засухи 
и гербицидных обработок [11]. Бактерию выращивали 
в питательной среде King B в шейкере-инкубаторе 
ES‑20/60 (Biosan, Латвия) при 160 об./мин и 28 оC 
в течение 72 ч. С помощью мембранного фильтра 
CHROMAFIL®Xtra PTFE (MACHEREY-NAGEL, 
Германия) с диаметром пор 0.45 мкм была получе-
на бесклеточная культуральная жидкость, из кото-
рой ультрафильтрацией на установке “Vivaflow 50” 
(Sartorius, Германия) выделена фракция с молеку-
лярным весом метаболитов <5 кДа. Высокомолеку-
лярные фракции были доведены 0.1 М калий-фос-
фатным буфером (рН 7.0) до объема исходной куль-
туральной жидкости. Для уменьшения содержания 
низкомолекулярных метаболитов в высокомолеку-
лярной фракции она была 10-кратно подвергнута 
ультрафильтрации с замещением буфером отфиль-
трованного объема жидкости.

Рапс (Brassica napus L.) сорта Купол был выбран 
в качестве тест-растения, поскольку он чувствите-
лен к метсульфурон-метилу и часто следует в сево-
оборотах за однодольными зерновыми культура-
ми, в посевах которых применяют этот гербицид. 
Для обработок был использован препарат Наномет 
(ООО  «Пестициды РУ», Россия) с содержанием 
метсульфурон-метила 60%.

Вегетационный опыт был заложен в 2023 г. в Уфим-
ском институте биологии УФИЦ РАН с использова-
нием почвы из верхнего слоя чернозема (Chernozem 
Haplic согласно WRB, Cорг – 3.5%, Nобщ – 0.45%, 
PEgner – 140 мг/кг, KEgner – 125 мг/кг, pHKCl 6.5). По-
чва была обработана гербицидом из расчета 0.05 мг 
действующего вещества на 1 кг и помещена в венти-
лируемые контейнеры на 4 мес., после чего исполь-
зована для выращивания рапса. Способ подготовки 
грунта был выбран на основании ранее проведенных 
исследований [12]. Семена рапса высаживали в горшки 
объемом 0.2 л и выращивали при искусственном осве-
щении. Плотность потока фотонов – 190 мкмоль/м2/с, 
фотопериод 14 ч, температура 20–25оC, влажность почвы 
60 ± 5% ПВ. Половину сеянцев опрыскали культурой 
бактерий, разведенной до титра 105 КОЕ/мл. Другую по-
ловину обработали смесью питательной среды King  B 
и воды в соотношении 1 : 10000. Контрольные рас-
тения выращивали без воздействия гербицидов или 
бактерий. Каждому варианту опыта соответствовали 
30 горшков с растениями. В возрасте 18 сут свеже-
срезанные побеги (n = 30) взвешивали на аналити-
ческих весах HR‑250AZG (AND, Токио, Япония). 

Биохимические анализы проводили на 14–17-е сут 
после появления всходов в 5-кратной повторности. 
Для оценки активности ALS in vivo были использова-
ны описания анализа, приведенные в работе [13]. Пе-
рекисное окисление липидов оценивали с помощью 
анализа веществ, реагирующих с тиобарбитуровой 
кислотой, усовершенствованного в работе [14]. Для 
измерения активности антиоксидантных фермен-
тов свежие листья измельчали в жидком азоте и го-
могенизировали в 0.1 М калий-фосфатном буфере 
(рН 7.4 с 0.1 мМ ЭДТА), центрифугировали 20 мин 
при 5000 g, супернатант держали на льду и использо-
вали для анализа в течение 1 ч. Активность глутати-
онредуктазы (ГР), супероксиддисмутазы (СОД), ка-
талазы (КАТ) и аскорбатпероксидазы (АП) измеряли 
согласно [15]. Активность ферментов выражали в ус-
ловных единицах (у. е.) в минуту на 1  г сырой массы.

Данные были проанализированы с помощью про-
граммы Statistica (Statsoft) (версия 10). Значимость 
различий между средними оценивали методом ANOVA 
с применением критерия Дункана (р  ≤ 0.05). В та-
блицах и на графиках для всех величин приведена 
стандартная ошибка среднего.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Остатки метсульфурон-метила значительно пода-
вляли развитие растений рапса. Масса одного расте-
ния, подвергшегося воздействию химиката, умень-
шилась по сравнению с контролем без применения 
гербицидов на 47.9% (табл. 1).

В нашем эксперименте бактериальный стимулятор 
P. protegens DA1.2 действовал как средство защиты рапса 
от фитотоксичности метсульфурон-метила. После 
обработки культурой с живыми клетками P. protegens 
DA1.2 на фоне метсульфурон-метила масса побегов 
составила 87.5% от контроля. Для низкомолекулярных 
и высокомолекулярных метаболитов этот показатель 
был равен 68.0 и 63.4% соответственно. Влияние живых 
бактерий на фитотоксичность гербицидов в отношении 
разных сельскохозяйственных культур было показано 
ранее в нескольких экспериментальных работах [7–9]. 
Сообщений о роли низкомолекулярных метаболитов 
бактерий в смягчении гербицидного стресса у расте-
ний нами обнаружено не было.

Фермент АЛС отвечает за создание аминокислот 
с разветвленными цепями и является мишенью для 
многих коммерческих гербицидов, включая суль-
фонилмочевины и имидазолины. Активность АЛС 
у рапса как чувствительного к метсульфурон-метилу 
растения была сильно подавлена гербицидом (рис. 1а).

Однако снижение активности фермента частично 
компенсировалось после бактеризации растений. 
В обработанных живыми бактериями растениях рапса 
активность АЛС восстановилась до 59.3% от кон-
трольного уровня. Низкомолекулярные метаболиты 
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были менее активны, на их фоне активность фермен-
та восстановилась лишь до 46.2%. Влияние высоко-
молекулярных метаболитов не было статистически 
значимым. Можно предположить, что бактерии раз-
рушали метсульфурон-метил в почве. Биодеградация 
или биотрансформация гербицидов как микроор-
ганизмами, так и растениями, – хорошо известный 
феномен [16, 17]. Ранее in vitro была продемонстр-
рирована способность штамма P. protegens DA1.2 ис-
пользовать метсульфурон-метил в качестве источни-
ка питания [18]. Положительное влияние фракции 
низкомолекулярных метаболитов, не содержащей 
ферменты, на активность АЛС, возможно, указы-
вало на стимуляцию ими процессов детоксикации 
гербицида самими растениями рапса.

Когда почва была загрязнена остатками герби-
цида, количество малонового диальдегида (МДА) 
в листьях рапса увеличилось на 105%, что указы-
вало на окислительное повреждение (рис. 1б). Ис-
пользование бактерий и их метаболитов приводи-
ло к ингибированию образования МДА в листьях 
рапса. Благодаря инокуляции цельной культурой 
P. protegens DA1.2 количество МДА в растениях, вы-
росших в почве, загрязненной гербицидом, снизи-
лось на 34.4%, после обработки низкомолекулярными 

метаболитами – на 20.7%. Высокомолекулярные 
фракции культуральной жидкости гораздо меньше 
влияли на этот показатель.

Пероксид водорода и супероксидный радикал 
играют важную роль в передаче сигналов и активации 
механизмов адаптации растений к неблагоприятным 
факторам среды [19]. Однако их чрезмерное нако-
пление при стрессе приводит к окислительному по-
вреждению мембран, фотосинтетических пигментов 
и других компонентов растительных клеток. Поэтому 
растительные ткани содержат многокомпонентный 
пул соединений, выступающих в качестве антиокси-
дантов. С целью оценки воздействия бактерий и их 
метаболитов на антиоксидантный статус растений 
рапса в экстракте из листьев была измерена актив-
ность 4-х антиоксидантных ферментов (рис. 2).

Каталаза (КАТ) и аскорбатпероксидаза (АП) ка-
тализируют разложение пероксида водорода. Ка-
талазная и пероксидазная активность в экстрактах 
листьев была на 143 и 110% больше на фоне герби-
цидного стресса, чем в контроле. Обработка цель-
ной культурой бактерий, напротив, нивелировала 
усиление активности КАТ, вызванное гербицидом. 
Наблюдали тенденцию и к уменьшению активности 

Таблица 1. Влияние метсульфурон-метила, штамма P. protegens DA1.2 и фракций его культуральной жидкости 
на массу побегов рапса, г/растение

Обработка всходов Почва без гербицида Почва с гербицидом
Без обработки 0.54 ± 0.03 b 0.28 ± 0.03 e

Культура с клетками P. protegens DA1.2 0.62 ± 0.05 a 0.47 ± 0.03 c
Фракция метаболитов

весом >5 кДа 0.58 ± 0.04 ab 0.34 ± 0.03 d

Фракция метаболитов
весом <5 кДа 0.57 ± 0.04 ab 0.37 ± 0.03 d

Рис. 1. Влияние метсульфурон-метила, штамма P. protegens DA1.2  и фракций его культуральной жидкости на актив-
ность фермента ацетолактатсинтазы (а) и содержание малонового диальдегида (б) в листьях рапса.

 

(а) (б)
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аскорбатпероксидазы (АП) после применения бак-
терий. В многочисленных исследованиях раститель-
ных каталаз и пероксидаз в стрессовых условиях 
преобладают выводы об активации этих ферментов 
после применения бактерий, стимулирующих рост 
растений. Например, такие данные были получены 
для рапса в условиях засоления [20, 21] и загрязне-
ния тяжелыми металлами [22]. Наблюдавшаяся нами 
нормализация активности CAT и AP, по-видимому, 
являлась следствием уменьшения токсичности поч-
венных остатков метсульфурон-метила.

Реакция фермента СОД на одновременную об-
работку растений гербицидами и стимулирующими 
рост бактериями изучена мало. В работе [7] сообщали 
об усилении активности СОД в растениях под влияни-
ем штамма Pseudomonas chlororaphis PAS18. Согласно 

работе [23], сульфосульфурон или его комбинация 
с биостимуляторами индуцировали активность СОД 
в растениях пшеницы. В нашем исследовании обра-
ботка бактериями и их низкомолекулярными метабо-
литами привела к увеличению активности СОД в рас-
тениях рапса, испытывавших гербицидный стресс, 
на 93 и 51% соответственно. Однако обработки спо-
собствовали росту активности СОД только в сочета-
нии с гербицидом.

Фермент ГР помогает поддерживать уровень анти-
оксидантного соединения – окисленного глутатиона. 
Его активность также усиливалась, только при условии 
одновременного воздействия на рапс бактериальной 
обработки и почвенных остатков гербицида. Причем 
стимулирующий эффект метаболитов не уступал вли-
янию живых бактерий. Можно предположить, что 

Рис. 2. Влияние метсульфурон-метила, штамма P. protegens DA1.2  и фракций его культуральной жидкости на ак-
тивность антиоксидантных ферментов, выделенных из листьев рапса: (а) – каталазы, (б) – аскорбатпероксидазы, 
(в) – супероксиддисмутазы, (г) – глутатионредуктазы.
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СОД и ГР играют роль в смягчении гербицидного 
стресса и улучшении роста растений, обработанных 
бактериями. Таким образом, после обработки бак-
териями наблюдали изменения активности 4-х про-
тестированных актиоксидантных ферментов. Поми-
мо живых бактерий на активность ферментов влияла 
также фракция низкомолекулярных метаболитов, что 
не позволило связать наблюдаемый эффект лишь с ми-
кробной деструкцией гербицида и указывало на непо-
средственное действие каких-то метаболитов штамма 
P. protegens DA1.2 на растения. Возможно, бактерии 
и их метаболиты активировали в растениях механизмы 
индуцированной системной толерантности, как было 
ранее показано для микроорганизмов, уменьшающих 
в растениях стресс от засухи [24].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, обработка культурой бактерий 
P. protegens DA1.2 и ее производными в лабораторном 
вегетационном эксперименте уменьшала фитотоксич-
ность загрязненной метсульфурон-метилом почвы для 
растений рапса. Защитный эффект обработок убы-
вал в ряду: культуральная жидкость (КЖ) с живыми 
клетками бактерий–бесклеточная низкомолекуляр-
ная фракция КЖ–бесклеточная высокомолекулярная 
фракция КЖ. На биохимическом уровне он выражался 
в частичном восстановлении нормальной активности 
фермента ацетолактатсинтазы (AЛС), уменьшении 
окислительных повреждений и изменении активно-
сти антиоксидантных ферментов.
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stress.

The biochemical processes mediating the positive effect of bacteria on plants experiencing herbicidal stress 
were investigated. For this purpose the effect of the Pseudomonas protegens DA1.2 bacterial strain, low 
molecular weight (<5 kDa) and high molecular weight (>5 kDa) fractions of its culture fluid (CF) on the 
activity of acetolactate synthase (ALS) and the antioxidant status of rapeseed (Brassica napus L.) of the 
Kupol variety grown under artificial lighting in methsulfuron-methyl contaminated soil was evaluated. 
Strain P. protegens DA1.2 and its metabolites contributed to an increase in the mass of rapeseed shoots by 
21–68%, reduced the inhibition of the ALS enzyme by 11–24% and mitigated the manifestations of ox-
idative stress. The protective effect of the treatments decreased in a row: CF with living bacterial cells-
low molecular weight fraction of CF-high molecular weight fraction of CF. An increase in the activity of 
superoxide dismutase by 51–94% and glutathione reductase by 17–20% in plants treated with bacteria or 
their metabolites indicated the possible participation of these antioxidant enzymes in reducing the phy-
totoxicity of metsulfuron-methyl soil residues for rapeseed plants.
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