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Изучено действие различных доз широко используемых (глин, 
каратэ, картоцид, хлортиазид) и новых (гербицид 3249, семихи- 
нон, нитролон, юглон) пестицидов на количественные показатели 
микроорганизмов почвы. Прослежена динамика изменения чис- 
ленности актиномицетов, плесневых грибов и гетеротрофов при 
внесении различных доз пестицидов. Доказана элиминация 
каратэ, картоцида, нитролона и хлоритиазида из почвы под 
влиянием различных штаммов бактерий. Экспериментально 
установлено, что виды родов Bacillus и Pseudomonas способны 
усваивать пестициды как единственный источник углерода, сле- 
довательно, разрушать их. В процессе опытов выделены микро- 
бы-деструкторы каратэ, картоцида, нитролона и хлортиазида. 

Number of Microorganisms in Soil with Various Concentrations 
of Pesticides and Allocation of Microorganisms Destructors 

0.U. Ksenofontova 

Action of various dozes of widely used (glin, karate, chlorthyasid, 
karoticid) and new (gerbicid 3249, semichinon, nitronol, ugnol) pesti- 
cides on quantity indicators of soil microorganisms is studied. Dynam- 

ics of change of number actinomycetes, mycelial fungis and hetero- 
trophs is tracked at entering various dozes of pesticides. It is proved 
elimination of karate, karoticid, nitronol from soil under influence 
various bacterial strains. It is experimentally established, that some 
Bacillus and Pseudomonas species are capable assimilate pesticides 
as single a source of carbon, hence to destroy them. During expe- 
riences we receive microbes destructors of karate, karoticid, nitronol, 
chlorthyasid. 

Одной из негативных проблем совре- 
менности является глобальное химическое 
загрязнение биосферы, что порождает обос- 
нованное беспокойство о возможном наруше- 
нии экологического равновесия в отдельных 
экосистемах. Особую опасность представля- 
ют синтетические соединения, поступающие 
в природу в результате хозяйственной дея- 

тельности человека. Важное место среди них 
занимают химические средства защиты рас- 
тений и животных — пестициды [1]. 

Использование пестицидов с целью по- 
вышения продуктивности в растениеводстве 
и животноводстве обусловливает рост ассор- 
тимента и объемов их применения [2]. Спо- 

собность ксенобиотиков распространяться в 
окружающей среде создает проблемы, свя- 
занные с длительностью их сохранения в 
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природных условиях [3]. Поэтому знание 
скорости разрушения веществ биологиче- 
скими системами является необходимым и 
ценным. 

Однако независимо от форм и способов 
применения пестициды продолжают попа- 

дать в почву, накапливаться в ней и влиять 

на микробные сообщества. Установлено, что 

реакция почвенных микроорганизмов на 

действие пестицидов чрезвычайно разнооб- 

разна и зависит от многих факторов: химиче- 

ской природы, персистентности препаратов, 

почвенно-климатических характеристик и пр. 

[4, 5]. Необходимость исследования взаимо- 

действия пестицидов с почвенной микро- 

флорой обусловлена важнейшей ролью мик- 

роорганизмов в создании почвенного плодо- 

родия и оптимизации условий вегетации рас- 

тений [6]. Поэтому важно значение разрабо- 

ток микробиологического способа очистки 

почвы от пестицидов. В связи с этим ведутся 

поиски штаммов микробов-деструкторов пес- 

тицидов и осуществляется интродукция их в 

природные экосистемы [7-9]. Представляет- 

ся актуальным также вопрос замены токсич- 

ных пестицидов на препараты нового типа, 

менее загрязняющие среду и обладающие 

способностью разрушаться под воздействием 
микроорганизмов [10, 11]. 

В связи с этим нами была проведена 
оценка влияния производственных и экспе- 
риментальных доз новых пестицидов, синте- 

зированных в НИИ ХСЗР (г. Москва), — кар- 

тоцида, нитролона, семихинона, хлортиази- 
да, юглона, гербицида 3249, а также препара- 

тов, широко используемых на территории 

Саратовской области, глин и каратэ на поч- 

венные микроорганизмы и выделены штам- 

мы бактерий, способные использовать пес- 

тициды в процессе жизнедеятельности.
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Материалом для экспериментов служи- 
ла почва, взятая с участков землепользования 
экспериментального хозяйства НИИСХ «Юго- 
Восток», расположенного на правом берегу 
реки Волги, верхней денудационной поверх- 

ности Приволжской возвышенности. Почва 

представляет собой легкоглинистый южный 

чернозем, содержащий до 2,55% гумуса и 

имеющий pH от 6,8 до 7,2 [12], Отбор проб 
почвы осуществляли по принципу «конвер- 
та» в стерильный пакет [13]. Средний обра- 
зец почвы, массой 2,5 кг доставляли в лабо- 
раторию, где помещали в четыре пластмас- 

совых сосуда и вносили экспериментальные 
дозы пестицида. 

Испытывали три дозы каждого пестици- 
да: производственную концентрацию (ПК) и 

превышающие её в 10 и 100 раз. ПК paccun- 

тывали по действующему веществу согласно 
рекомендациям производителей препаратов. 
Пестицид предварительно разводили в рас- 

творителе (в воде, ацетоне или в спирте), 

причем объем растворителя для всех доз был 

одинаковым. Полученные дозы препарата 

вносили в три сосуда с почвой и тщательно 

перемешивали, а в четвертый (контрольный) 

сосуд добавляли только растворитель в том 

объеме, в котором разводили исследуемые 

концентрации пестицида. Контрольные и 

опытные инкубационные сосуды на протя- 
жении всего опыта находились в одинаковом 

режиме температуры (20-25°С) и увлажне- 

ния (60% ПВ). 

Численность микроорганизмов в почве, 

содержащей различные концентрации пести- 

цида, определяли методом последовательных 

разведений почвенной суспензии [13] сразу 
после внесения препарата, а также на 5-е и 

30-е сутки. Исследования проб из инкубаци- 

онных сосудов были направлены на изучение 

численности гетеротрофных бактерий, акти- 
номицетов и плесневых грибов при внесении 

различных доз пестицида, а также на накоп- 
ление культур, устойчивых к действию пре- 

парата. Высев почвенных проб производили 

трехкратно. Количество микробов, содержа- 

щихся в одном грамме контрольной почвы, 
было принято нами за 100%. Динамику чис- 

ленности микроорганизмов в почве с пести- 

цидом отражали в процентах по отношению 
к контролю. 

Экология 

Проведенные нами эксперименты по 

изучению действия различных доз гербици- 

дов (глин, 3249, семихинон, юглон), фунги- 

цидов (картоцид, хлортиазид), инсектицидов 

(каратэ) и нового, неопределенного еще на- 

значения, пестицида нитролона на числен- 

ность актиномицетов, гетеротрофных бакте- 

рий и плесневых грибов позволили выявить 

некоторые особенности их взаимодействия 

(таблица). Так, гербицид 3249 и глин одина- 

ково стимулировали размножение гетеро- 

трофных бактерий и грибов, но последний 

усваивался и актиномицетами, способствуя 

увеличению их численности в почве. Карто- 

цид и хлортиазид стимулировали рост гете- 

ротрофных бактерий, но угнетали размноже- 

ние актиномицетов и грибов. 

Действие новых пестицидов — юглона, 

семихинона и нитролона — было неоднознач- 

ным. Характер действия юглона на микроор- 

ганизмы аналогичен действию гербицидов. 

Семихинон проявил сильное ингибирующее 

воздействие на актиномицеты и бактерии, но 

стимулировал нарастание плесневых грибов. 

Это дало нам основание говорить о бактери- 

цидных свойствах семихинона. Нитролон же, 

наоборот, стимулировал рост актиномицетов, 

но подавлял бактерии и грибы в первые дни 

эксперимента. Это свидетельствует о его 

фунгицидной активности, но непродолжи- 

тельной по времени. Гербициды глин и юг- 

лон не проявляли ингибирующего воздейст- 

вия на актиномицеты, гетеротрофные бакте- 

рии и плесневые грибы. Хлортиазид в наших 

опытах подавлял актиномицеты и грибы, но 

стимулировал размножение гетеротрофных 

бактерий, семихинон же ингибировал акти- 

номицеты и бактерии, но стимулировал рост 

грибов. 

Экспериментально установлено 00 из- 

бирательном влиянии пестицидов на различ- 
ные физиологические группы микроорганиз- 

мов. Более того, внесение в почву некоторых 

из них стимулировало размножение микро- 

бов, что позволяет нам предположить, что 

эти препараты являются наиболее деграда- 

бельными и могут использоваться микроор- 

ганизмами как источник питания и, следова- 

тельно, разрушать их. | 
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Воздействие различных доз пестицидов на микроорганизмы почвы 

Численность микроорганизмов в | г почвы 

ПЕЙ Доза, ПК, Актиномицеты, Бактерии, Г рибы, | 

мг/кг KOE: 10 KOE . 10° KOE: 10 

5 сут 30 сут 5 сут 30 сут 5 сут 30 сут 

Гербицид 3249 | ПК1 78 =3 76=3 79=2 10242 4642 4043 

10 пк 7742 7242 87+1 105+3 5143 5243 

100 ПК 7141 7142 112+2* 103 =5 60=2* 44=1 

К 79=5 80=2 80=3 75=3 4742 50 +3 

Глин пК7 79=3 80= 1 51=2 10242 106+5 98 +2 

10 пк 80=2 85=2 67=2 100=2 128 =1 115=3 

100 ПК 74+2 79=2 93 =3 105 =4 150 = 4 97 = 5 

К 81=3 88 +3 65+2 68 +3 117 =3 110=3 

Каратэ ПК 1,5 8443 87 +5 76+] * 65+ 1 5643 * 53=2* 

10 пк 103 +3 75 +3 70=1* 52+3* 45=2 31=3 

100 ПК 12221 147 =1 77+2* 50=1 13=1 2=1 

К 88 +2 75 +3 69 +3 5042 62 +2 75 =3 

Картоцид HK 1 8142 78 +3 62 +2 48 =2 69=2 101=3 

10 NK 75 =3 84=4 89=3 43=1 52+3 82+2 

100 TIK 66 + | 76 +2 104 =2 51=3 3542 3141 

K 7842 78 =2 42=3 42 =4 115 =] 100 + 3 

Нитролон ПК | 7142 65+3 72 =3 50=2 38 =3 16=2 

10 пк 75=3 5422 3041 49 +3 3042 1543 

100 TIK 8144 5042 40=2 46=2 25=2 13=4 

К 21,=2 37=4 65+2 2143 40 + 3 1042 

Семихинон NK 1 8442 21+2* 18+] 16=1 84=1 186 +2 * 

10 NK 120 =3 3=1 23=1* 14=1 8242 16141 * 

100 ПК 13024 2+] 19+] 1542 8642 138+ 1 

K 2545 1242 2541 18 +3 77=3 128 =3 

Хлортиазид NK 1 120+ 1 * 120=2* 39+2 30=1 45 +2 * 14+] 

10 TIK 70=5 120=2 57=3 43=1 24+ 1 7=1 

100 ПК 60=2 110=1 79=3* 4442* 6241 1=1 

К 130=3 130=5 35=3 18 +2 58 43 6042 

Юглон ПК 1,2 76=3 36=1* 129=+5 17+1 3143 4326 

10 ПК 76+ 1 5543 162 +2 2343 5124 3842 

100 ПК 9344 5843 180 + 6 2942 7+2 2345 

K 78 +3 2142 3744 643 66 +2 20+ 1 

Примечание: ПК — производственная концентрация; К — контроль; * — наличие достоверности по отноше- 

нию к контролю при уровне значимости Р < 0,05. 

Поиск микроорганизмов-деструкторов 

проводили в почве, имеющей высокие дозы 
пестицидов, путем выделения чистых куль- 

тур микробов и изучения их на способность 

использовать углерод препаратов как единст- 

венный источник углерода. Для этого культу- 

ры засевали на плотную синтетическую сре- 

ду М9 [14], содержащую пестицид. Для под- 

тверждения расщепления субстрата исполь- 

зовали индикатор бромтимоловый синий. В 

качестве контроля использовали среду М9, 

содержащую глюкозу. После инкубации по- 

севов в термостате отмечали наличие или 
отсутствие роста микробов и зон просветле- 

ния вокруг колоний. Изменение окраски ин- 
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дикатора вокруг выросших колоний свиде- 
тельствовало о поглощении микроорганиз- 
мами углерода из субстрата. Использование 
различными штаммами микробов углерода, 
имеющегося в пестициде, показывало воз- 
можность его разложения. По этому призна- 
ку были отобраны штаммы деструкторы пес- 

тицидов — каратэ, картоцида, нитролона и 
хлортиазида. 

Изучение деструктивного потенциала 
бактерий по отношению к каратэ проводили 
с помощью КФК-2. В среду М9, содержащую 

300 мг/л каратэ, вносили взвесь суточных 

культур, использующих пестицид в качестве 
источника углерода и энергии, включающую 

Научный отдеп
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семь штаммов бактерий родов Bacillus и 

Pseudomonas. Посевная доза бактерий со- 

ответствовала оптической плотности, равной 

0,2 отн. ед. при 440 нм, что составляло приб- 

лизительно 10’ м.к. в мл среды. Об измене- 

нии концентрации пестицида в среде судили 

по изменению поглощения в диапазоне 250— 

315 нм, соответствующем пику максималь- 

ного поглощения препарата (А. = 280 нм), 

установленному спектрофотометрически. Кон- 

тролем служила концентрация пестицида, из- 

меренная в среде без микроорганизмов. Рост 

культуры отмечали в области 440 нм. Анализ 
полученных данных показал, что внесение 
взвеси бактерий изменяет количество пести- 
цида в среде по сравнению с контролем 
(рис.1). На 6-е сут отмечено снижение кон- 

центрации препарата более чем в 20 раз (до 

14 мг/л от исходной концентрации 300 мг/л) 
при непрерывном росте штаммов-деструкто- 

ров. Количественные изменения пестицида 

устанавливали по предварительно построен- 

ной калибровочной кривой, отражающей за- 

висимость оптической плотности от концен- 
трации пестицида. 

При изучении деструктивной активно- 

сти микробов к хлортиазиду штаммы засева- 

ли на жидкую синтетическую среду M9, co- 

держащую 200 мг/л хлортиазида. Исходная 

концентрация клеток в среде соответствовала 

0,1 отн. ед. оптической плотности, измерен- 

ной при длине волны 600 нм. Определение 

концентрации пестицида в среде и прирост 

биомассы проводили через 24 ч в течение 4-х 

суток. Оценку деструктивной активности бак- 

терий проводили путем измерения оптиче- 

ской плотности среды при длине волны 328 

нм, соответствующей максимуму поглоще- 

ния препарата. Выявлена закономерная зави- 

симость изменения концентрации пестицида 

от роста культуры. После периода лагфазы 

- бактерии интенсивно размножались, но через 

72 4 их рост прекращался. В то же время от- 

мечалось снижение концентрации хлортиа- 

зида в среде (рис.2). 

Изучение деструкции картоцида прово- 

дили спектрофотометрически в жидкой среде 

M9, содержащей 300 мг/л препарата. Для за- 

писи спектров использовали спектрофото- 

метр hp 8452 A DIODE ARRAY (США). 

Экология 

Спектральная характеристика пестицида 

позволила выявить пик максимального по- 

глощения ультрафиолетовых лучей при дли- 

не волны 225 нм, который сохранялся в тече- 

ние 48 ч, что свидетельствовало о стойкости 

препарата в среде. Наблюдение за состояни- 

ем картоцида в среде с микроорганизмами 

вели в области 225 нм. Спектральный анализ 

проводили через каждые 24 ч в течение 3-х 

суток. На основании полученных данных 

можно предположить, что под воздействием 

микроорганизмов происходит трансформа- 
ция картоцида, о чем свидетельствуют изме- 
нения и смещения пиков поглошения УФ- 
излучения (рис.3). 

Биодеструкцию пестицида нитролона 

наблюдали в среде М9, содержащей 300 мг/л 

пестицида в качестве единственного источ- 
ника углерода. Изучение спектральной ха- 
рактеристики препарата в стерильной среде 

M9 в течение нескольких дней выявило три 

пика максимального поглощения светового 

излучения (Лмак = 225, 310 и 480 нм). Изучив 

спектр пестицида в среде, было замечено из- 

менение поглощения в течение 3-х дней в 

области 480 нм. Остальные пики не подвер- 

гались изменениям и отличались стабильно- 

стью. Анализ полученных данных показал, 

что внесение штаммов-деструкторов (Pseu- 

domonas fluorescens и Bacillus subtilis), выде- 

ленных из почвы, длительное время содер- 

жащей нитролон, в среду с пестицидом вы- 

зывает изменение спектра в области 225 нм, 

что позволяет предположить о деградации 

препарата (рис.4). 

Таким образом, установлено, что препа- 

раты хлортиазид, картоцид и нитролон раз- 

рушались бактериями родов Bacillus (В. ту- 

coides, В. megaterium, В. cereus, В. subtilis) и 

Pseudomonas fluorescens, которые могут быть 

использованы в качестве деструкторов ука- 

занных пестицидов. Представители этих ро- 

дов в основном и участвуют в детоксикации 

почвы от различных ксенобиотиков. Внесе- 

ние оптимальных доз бактерий-деструкторов, 

установленных экспериментальным путем, 

может оказать существенное влияние на ypo- 

вень концентрации пестицидов в столь важ- 

ной природной среде, как почва. 
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В работе показаны возможности и перспективы комплексного 
подхода к оценке качества среды в водных экосистемах различ- 
ных типов на основе использования личинок комаров-звонцов. 
Продемонстрированы преимущества и недостатки исследований 
на различных уровнях их организации: сообщества (таксоцено- 
зы), популяции, особи, клетки и молекулярном уровне. 
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Possibility and perspectives of the complex approach to environment 
quality estimation are shown in this article for the different types of 
aquatic ecosystems on base of the midge larvae using. The advan- 
tage and defect of the investigations on different levels of its organi- 
zation (community (taxocenosis), populations, individuals, cells and 

molecular fevel) are demonstrated. 
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Введение 

На современном этапе развития биоло- 

гического мониторинга водных экосистем не- 

обходимо внедрение комплексного подхода, 

включающего исследование разных уровней 

организации живого — биоценотического, 

популяционно-видового, организменного, кле- 

точного и молекулярного. Уникальным мо- 

дельным объектом, удовлетворяющим всем 

требованиям такого подхода, служат личин- 

ки комаров-звонцов (Chironomidae, Diptera). 
Они широко используются для биоиндика- 
ции влияния антропогенных факторов на ка- 
чество среды [1] и по сравнению с другими 

гидробионтами имеют ряд преимуществ. Во-


