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СКРИНІНГ МІКРООРГАНІЗМІВ — ПОТЕНЦІЙНИХ ДЕСТРУКТОРІВ ГЕРБІЦИДІВ

Нагальною проблемою аграрного секто-
ра на сьогодні є ліквідація наслідків нера- 
ціонального землекористування та ре-
культивація ґрунтів, забруднених ксено-
біотиками різноманітного походження та 
спектра дії. До таких сполук, насамперед, 
слід віднести гербіциди, використання 
яких останніми десятиліттями стало не-
від’ємною частиною системного захисту 
культурних рослин від бур’янів [1].

Питання рекультивації ґрунту після пе-
стицидного стресу особливо гостро стоїть  
для земель, на яких роками використову-
валися хімічні препарати з однією й тією 
самою діючою речовиною. Як відомо, да-
леко не всі ксенобіотики можуть швид-
ко розкладатись у ґрунті, деградуючи до 
менш токсичних речовин, багато з них ма-
ють властивість накопичуватися з часом, 
що негативно позначається на родючості 
поверхневих шарів ґрунту, а отже, і на вро-
жайності культурних рослин [2].

Реакція ґрунтових мікроорганізмів на 
дію ксенобіотиків є доволі різноманітною 

і залежить від багатьох чинників: хіміч-
ної природи, персистентності препарату, 
ґрунтово-кліматичних умов тощо. Одні 
мікроорганізми страждають від високих 
концентрацій пестицидів, інші, навпаки, 
включають їх у свої метаболічні шляхи, 
тим самим сприяючи деградації цих сполук 
в навколишньому природному середовищі. 
Штами-деструктори можуть стати ефек-
тивними біоагентами у створенні мікроб-
них препаратів для рекультивації земель 
після надмірного або неефективного ви-
користання гербіцидів [3].

Метою роботи був пошук та виділення 
мікроорганізмів-деструкторів найбільш 
поширених у сільському господарстві гер-
біцидів на основі імазамоксу, кломазону, 
гліфосату та 2,4-дихлорфеноксиоцтової 
кислоти, що застосовуються в системах 
захисту різноманітних сільськогосподар-
ських культур.

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕНЬ

Для проведення досліджень були обра-
ні комерційні препарати на основі діючих 
речовин імазамоксу, кломазону, гліфосату 
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та 2,4-дихлорфеноксиоцтової кислоти —  
Пульсар® 40 (ТОВ «BASF Україна»), Каліф 
480 («Аган Кемікал Мануфекчерз Лтд.», 
Ізраїль), Гліфовіт Екстра, РК («Укравіт», 
Україна), Дезормон 600 («Баєр КропСа-
єнс», Німеччина).

Польові дослідження реакції ґрунто-
вої мікробіоти на дію вказаних гербіци-
дів у агроценозах сої проводили впродовж 
2014–2016 рр. у стаціонарних та корот-
котривалих дослідах на експерименталь-
ному полі відділу агроекології і біобез-
пеки ІАП НААН (Хмільницький р-н, 
Вінницька обл.), координати: 49°35′833′′N;  
28 03′394′′E; 311,2 м над рівнем моря.  
Ґрунт — чорнозем типовий глибокий, се-
редньосуглинковий на карбонатному лесі.

Вегетаційні та лабораторні дослідження 
з екотоксикологічного оцінювання гербіци-
дів за впливом на об’єкти ґрунтової біоти 
проводили в лабораторії екології мікроор-
ганізмів відділу агроекології і біобезпеки 
ІАП НААН.

Виділення мікроорганізмів, резистент-
них до дії досліджуваних гербіцидів, прово-
дили у зразках ґрунту, відібраного на ділян-
ці дослідного поля, де впродовж тривалого 
часу використовували препарати цих гербі-
цидів, згідно із загальноприйнятими мето-
диками ґрунтової мікробіології [4].

Для перевірки на здатність вико-
ристовувати досліджувані гербіциди 
як джерело вуглецю отримані ізоляти 
культивували на твердих поживних се-
редовищах з високим умістом гербіци-
дів: імазамоксу (0,2–2,0 г/л), кломазону 
(0,5–4,8), гліфосату (0,8–10,2) та 2,4-ди- 
хлорфеноксиоцтової кислоти (0,6– 
7,2 г/л). Резистентні до гербіцидів ізо-
ляти культивували в рідкому мінераль-
но-сольовому середовищі на термошей-
кері з аерацією 250 rpm при температурі 
30°С упродовж 7 діб. Позитивний ре-
зультат визначали візуально — за по-
мутнінням розчину.

Попередню ідентифікацію відібра-
них ізолятів проводили за допомогою 
експрес-систем ідентифікації бактерій 
API® (bioMérieux, США) відповідно до 
інструкції виробника. Результати фіксу-

Таблиця 1
Виділення мікроорганізмів, толерантних  

до імазамоксу та ломазону

Концентрація  
гербіциду, г/л

Чисельність бактерій,  
млн КУО/г АСГ*

імазамокс кломазон

0 (контроль) 1,06 1,02

0,2 (робочий розчин) 2,01 1,84

0,4 (2х) 2,11 1,87

1,0 (5х) 1,83 1,57

2,0 (10х) 1,45 1,20

3,0 (15х) 0,70 0,50

4,0 (20х) 0,45 0,30

Примітка (до табл. 1, 2): *АСГ — абсолютно сухий 
ґрунт.

вали після 48 год, отримані цифрові про-
філі (API codes) порівнювали з профілями 
інтернет-бази даних відповідного набору 
(API database). Статистичну обробку да-
них проводили за допомогою стандартного 
пакета MS Office Excel.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

Унаслідок селекції ґрунтових мікро-
організмів на агаризованому поживному 
середовищі з робочою концентрацією іма-
замоксу та кломазону, рекомендованою 
інструкцією виробника, та на середовищі 
з 2-, 5-, 10-, 15- та 20-кратним надлишком 
відповідного препарату зафіксовано по-
зитивний вплив незначних концентрацій 
досліджуваних гербіцидів на чисельність 
мікроорганізмів порівняно з негативним 
контролем без додавання гербіциду. За 
введення робочого розчину імазамоксу 
чисельність мікроорганізмів зростала на 
90%, кломазону — на 80% (табл. 1). За  
2-кратного надлишку імазамоксу чисель-
ність мікроорганізмів зростала на 5%, 
кломазону — на 4, але знижувалась на 9 —  
уже за 5-кратного надлишку імазамоксу 
та на 15% — за 5-кратного надлишку кло-
мазону порівняно з робочим розчином. За  
20-кратного надлишку імазамоксу чисель-
ність бактерій знизилася на 78%, а за тако-
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го самого надлишку кломазону — на 84%. 
Таке зниження чисельності мікроорганіз-
мів можна пояснити явищем негативної 
селекції не резистентних до імазамоксу та 
кломазону форм.

Дослідження зростання мікроорганіз-
мів на середовищі з робочою концентра-
цією гліфосату та 2,4-дихлорфеноксиоцто-
вої кислоти, рекомендованою інструкцією 
виробника, а також на середовищі з 2-, 5-, 
10-, 15- та 20-кратним надлишком дослі-
джуваної речовини засвідчило, що вказа-
ні концентрації гербіцидів у середовищі 
зумовлюють помітне збільшення чисель-
ності мікроорганізмів. За додавання робо-
чого розчину гліфосату чисельність життє- 
здатних клітин бактерій зростала на 89%, 
а 2,4-дихлорфеноксиоцтової кислоти —  
на 84% (табл. 2). Проте вже за 2-кратно-
го надлишку препарату спостерігається 
зниження чисельності живих клітин на 
7% щодо обох гербіцидів. Надлишок гер-
біциду у 20-кратному розмірі спричиняв 
зниження чисельності мікроорганізмів на 
83% у досліді з гліфосатом та на 69% — з 
2,4-дихлорфеноксиоцтовою кислотою по-
рівняно з показниками в робочому розчині. 
Такі відмінності особливостей росту мі-
кроорганізмів на середовищі з гліфосатом 
та 2,4-дихлорфеноксиоцтовою кислотою 
порівняно з середовищами з імазамоксом 
та кломазоном можуть бути спричинені 
сильнішою токсичністю вказаних гербіци-
дів для більшості мікробних форм [5, 6].

Результати дослідження впливу імаза-
моксу, кломазону, гліфосату та 2,4-дихлор-
феноксиоцтової кислоти на чисельність 
мікроорганізмів у ґрунті свідчать про пере-
важання росту ізолятів, які є толерантними 
до досліджуваних гербіцидів за додавання 
їх у середовище. Зауважимо, що у разі зна-
чного надлишку препарату ріст толерант-
них форм мікроорганізмів нівелюється 
нежиттєздатністю мікроорганізмів, не ре-
зистентних до значних концентрацій до-
сліджуваних гербіцидів. Толерантність де-
яких мікробних форм може бути наслідком 
резистентності штаму до діючої речовини 
гербіциду, або здатності до її розкладання 
(деструкції). Штами-деструктори можуть 
залучати гербіцид до своїх метаболічних 
шляхів і тим самим спричиняти зниження 
його концентрації в навколишньому при-
родному середовищі [7].

З огляду на те, що метою селекції були 
мікроорганізми, здатні рости на підвище-
них концентраціях досліджуваних гербіци-
дів, для подальшої перевірки вибирали різ-
ні за фенотипом колонії з 5- та 20-кратним 
перевищенням концентрацій діючої речо-
вини. Зрештою, було вибрано по 5 пред-
ставників, що за фенотипом належали до 
різних таксономічних груп, здатних рости 
на твердих поживних середовищах з висо-
ким умістом відповідних гербіцидів. Кло-
ни IM1, IM2, IM3, IM4, IM5 були обрані 
як такі, що є толерантними до імазамоксу, 
клони CL1, CL2, CL3, CL4, CL5 — до кло-

Таблиця 2
Виділення мікроорганізмів, толерантних до гліфосату та 2,4-дихлорфеноксиоцтової кислоти

Концентрація гербіциду, г/л
Чисельність бактерій, млн КУО/г АСГ

Гліфосат 2,4-дихлорфеноксиоцтова кислота

0 (контроль) 1,03 1,02

0,8 (робочий розчин) 1,95 1,88

1,6 (2х) 1,82 1,74

4,0 (5х) 1,75 1,62

8,0 (10х) 1,58 1,56

12,0 (15х) 0,68 0,83

16,0 (20х) 0,34 0,59
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мазону, клони GL1, GL2, GL3, GL4, GL5 —  
до гліфосату, і клони D1, D2, D3, D4, D5 —  
до 2,4-дихлорфеноксиоцтової кислоти.

Для ідентифікації та класифікації віді-
браних ізолятів використовували систе-
му швидкої ідентифікації бактерій API®. 
Для вибору конкретних тест-систем API® 
проводили аналіз бактеріальної культури 
відповідно до схеми попереднього дослі-
дження, рекомендованої виробником. Та-
кож проводили попереднє морфологічне 
дослідження колоній та окремих мікроор-
ганізмів, їх забарвлення за Грамом, а також 
біохімічних реакцій на здатність метаболі-
зувати певні індикаторні субстрати.

Для визначення основних біохіміч-
них характеристик ізольованих грам-не-
гативних мікроорганізмів використову-
вали оксидазний та додаткові біохімічні 
мікротести, що входять до тест-системи 
API. Тест на наявність цитохром-оксидази 
(оксидазний тест) був позитивний для всіх 
грам-негативних ізолятів, тоді як здатність 
до окислення та ферментації глюкози різ-
нилась. Слід наголосити, що ізоляти СL1, 
IM1, CL2, IM3 мали здатність метаболі-
зувати глюкозу тільки в аеробних умовах 
(O/F = +/–), натомість ізоляти IM2 та IM4 
не мали здатності до оксидації та фермен-
тації (O/F = –/–) (табл. 3).

За результатами тестів ізоляти СL1, 
IM1, CL2 та IM3 були віднесені до роду 
Pseudomonas sp., тоді як IM2 та IM4 — до 
Alcaligenes sp.

Ідентифікація грам-позитивних ізоля-
тів засвідчила, що руйнівну дію на кло-
мазон мають ізоляти, віднесені до родів 
Streptomyces sp. (СL3) та Bacillus sp. (СL4, 
CL5). Здатністю розкладати імазамокс во-
лодіє представник роду Bacillus sp. (IM5). 
Гліфосат-руйнівні властивості мали пред-
ставники родів Bacillus sp. (GL1, GL2) та 
Arthrobacter sp. (GL3, GL4, GL5). Характер-
ною особливістю бактерій родів Bacillus sp. 
(D1, D2, D5) та Streptomyces sp. (D3, D4) є 
здатність до розкладання 2,4-дихлорфено-
ксиоцтової кислоти (табл. 4).

Оскільки тест-системи API® розробле-
но та призначено для вузькоспецифічної 
класифікації ряду патогенних мікроорга-
нізмів з діагностичними цілями, база да-
них API® не містить необхідної інформації 
стосовно профілів ґрунтової мікрофлори. 
Тому ця тест-система використовувалась 
нами для визначення біохімічного профілю 
ізолятів, що надало змогу класифікувати 
мікроорганізми тільки до рівня роду. По-
дальші дослідження передбачають моле-
кулярно-біологічні підходи, зокрема 16S 
рРНК-секвенування.

Таблиця 3
Результати попередніх тестів для ідентифікації грам-негативних ізолятів

Ізолят Морфологічні  
ознаки

З
аб

ар
вл

ен
ня

 з
а 

Гр
ам

ом

Активність

Попередній  
результат

О
кс

ид
аз

на

Оксидазна/ 
ферментативна

CL1 Палички Gram- + + – Pseudomonas sp.

IM1 Палички Gram- + + – Pseudomonas sp.

IM2 Палички Gram- + – – Alcaligenes sp.

CL2 Палички Gram- + + – Pseudomonas sp.

IM3 Палички Gram- + + – Pseudomonas sp.

IM4 Палички Gram- + – – Alcaligenes sp.
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Таблиця 4
Результати попередніх тестів для ідентифікації грам-позитивних ізолятів

Ізолят Морфологічні ознаки Забарвлення  
за Грамом

Активність

Попередній результат

О
кс

ид
аз

на

К
ат

ал
аз

на

СL3 Палички Gram+ + + Streptomyces sp.

СL4 Споровмісні палички Gram+ + + Bacillus sp.

СL5 Споровмісні палички Gram+ + + Bacillus sp.

IM5 Палички Gram+ + + Bacillus sp.

GL1 Споровмісні палички Gram+ + + Bacillus sp.

GL2 Споровмісні палички Gram+ + + Bacillus sp.

GL3 Палички Gram+ – + Arthrobacter sp.

GL4 Палички Gram+ – + Arthrobacter sp.

GL5 Палички Gram+ – + Arthrobacter sp.

D1 Споровмісні палички Gram+ + + Bacillus sp.

D2 Споровмісні палички Gram+ + + Bacillus sp.

D3 Палички Gram+ + + Streptomyces sp.

D4 Палички Gram+ + + Streptomyces sp.

D5 Споровмісні палички Gram+ + + Bacillus sp.

ВИСНОВКИ

У процесі скринінгу мікроорганіз- 
мів — потенційних деструкторів гербіцидів 
на основі імазамоксу, кломазону, гліфоса-
ту та 2,4-дихлорфеноксиоцтової кислоти 
було виявлено та відібрано штами, толе-
рантні до досліджуваних гербіцидів. Серед 
мікроорганізмів, стійких до дії імазамоксу, 
було ідентифіковано такі, як Pseudomonas 
sp., Alcaligenes sp. та Bacillus sp. Штами, то-

лерантні до кломазону, належать до родів  
Pseudomonas sp., Streptomyces sp. та Bacil-
lus sp. Стійкими до гліфосату виявилися 
бактерії Bacillus sp. і Arthrobacter sp., а то-
лерантними до 2,4-дихлорфеноксиоцтової 
кислоти — Bacillus sp. та Streptomyces sp. 
Видова ідентифікація бактерій та дослі-
дження їх потенційних властивостей щодо 
деградації гербіцидів стануть предметом 
подальших досліджень.
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ЕКОЛОГО-ТОКСИКОЛОГІЧНА ОЦІНКА ВПЛИВУ Nb-ВМІСНИХ 
НАНОКОМПОЗИТІВ НА ОСНОВІ САПОНІТУ НА DAPHNIA MAGNA

М.В. Савчук, М.Ф. Стародуб

Національний університет біоресурсів і природокористування України

Досліджено морфологію новосинтезованих Nb-вмісних нанокомпозитів на основі сапо-
ніту та їх вплив, у т.ч. основного складового нанорозмірного SiO2 , на розвиток Daphnia 
magna. Висвітлено, що нанокомпозити є пористими, за умов розчинення вони агломеру-
ють у більші структури з розміром 40–100 нм. Встановлено, що за дії нанокомпозитів 
у діапазоні концентрацій 150–300 мг/л летальних та морфологічних змін D. magna не 
було зафіксовано, а їх репродуктивна функція залишалася на рівні контролю. В діапа-
зоні концентрацій 150–600 мг/л наноматеріал SiO2 зумовлював зростання смертності 

ракоподібних до 57%, а репродуктивна функція їх у таких умовах знижувалась.

Ключові слова: нанокомпозити, сапоніт, наночастинки, Daphnia magna, токсичність.

Нині нанотехнології дедалі більше за-
стосовуються у різних галузях, створюючи 

підґрунтя для нових напрямів технологіч-
ного розвитку людства. Застосування на-
номатеріалів у промисловості, медицині 
та сільському господарстві відкриває нові © М.В. Савчук, М.Ф. Стародуб, 2018
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