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trol site (zinc – up to 2,60; copper – up to 0,90; lead – up to 5,60; cadmium – up to 0,59 mg/kg of soil) does not ex-

ceed the level of their maximum-permissible concentration and background contents in soils of the Kirov Region. 

For the undeveloped site the increased content of total and mobile compounds of the studied metals in the top layers 

is noted; it can be caused by biogenous accumulation of these elements by plants. The developed soils (the drained 

sites) are characterized by considerable fluctuations of elements content both in different profiles, and in the different 

layers of the same profile. Here the maximum content of elements in separate layers is much higher than control 

(zinc – up to 126,0; copper – up to 34,0; lead – up to 17,0; cadmium – up to 1,2 mg/kg of soil). Economic use of the 

peat bogs leads to an active mineralization of the top part of the remained peat mass. As a result of these processes 

stability of biogeochemical cycles of separate elements is broken. At the same time, the received data allow to con-

sider soils of control sites as indicators of surrounding environment condition. The good safety of peat deposits gives 

the opportunity to study processes of accumulation and migration of chemical elements. 

Keywords: peat deposit; fen; transition-type bog; drainage of bog; accumulation of metals; zinc; copper; lead; 

cadmium; soil profile; Zenginsky peatbog; Kirov Region; zone type of soil formation; maximum-permissible con-

centration; regional background level. 
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Аннотация. Исследование заключается в проведении биотестирования модельно загрязненной тяжелыми 

металлами среды с использованием в качестве тест-объекта микроорганизмов Rhizobium meliloti. В лабора-

торных условиях установлена реакция жизнеспособности клубеньковых бактерий донника и люцерны к 

свинцу, кадмию, меди и цинку. Действие изучаемых металлов на численность колоний зависит от концен-

трации химического элемента, физиологического действия микроэлемента, биологических особенностей ис-

пользуемых штаммов. Проведенными исследованиями определена прямая зависимость снижения роста чис-

ленности колоний ризобий донника и люцерны с возрастанием концентрации солей тяжелых металлов. Ин-

гибирование числа колоний имело выраженную закономерность при загрязнении среды свинцом, медью и 

кадмием в концентрации 0,3%, при последующем увеличении наблюдалась полная гибель микроорганизмов. 

С внесением в питательную среду цинка в малых концентрациях прослеживалась положительная тенденция 

устойчивости бактерий донника и люцерны. Так, при 0,01–0,1% содержании соли цинка число выросших ко-

лоний находилось выше уровня контроля и составило 714–987 шт. при контрольном значении – 578 шт. В 

среде с концентрацией 0,5% цинка отмечен значительный спад роста ризобий донника до 65 шт. колоний. 

При этом у колоний ризобий люцерны в данных концентрациях прослеживалась более низкая степень выжи-

ваемости, критической стала среда 0,3% цинка. 
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Введение 
В настоящее время, в связи с возрастающим по-

ступлением тяжелых металлов в почвенный покров 
значительных территорий, особо актуально внедре-
ние безопасных и высокоэффективных технологий 
рекультивации техногенно-загрязненных почв, вклю-
чающих использование фитометодов, применение 
эффективных биопрепаратов, восстановление про-
дуктивности нарушенных земель, мероприятия, ре-
гулирующие подвижность опасных веществ [1–4]. 

Следует отметить, что в данный момент нет четко 

установленных сведений о возможностях возделыва-

ния полевых культур в условиях преобразованных 

почв с использованием комплексного фито-биосорб-

ционного модуля. 

Важным звеном, осуществляющим протекание 

наиболее значимых почвенных процессов, являются 

микроорганизмы. Они способствуют поддержанию 

почвенного плодородия, участвуют в круговороте 

биогенных элементов, положительно влияют на ре-

жим питания возделываемых культур, стимулируют 

у растений рост, развитие и устойчивость к стрессо-

вым условиям, являются источником дополнительно 

накапливающегося «биологического» азота в почве за 

счет связывания молекулярного азота воздуха [5–13]. 

Способностью фиксировать молекулярный азот 

обладают клубеньковые бактерии – симбиотические 

азотфиксирующие микроорганизмы, с помощью ко-

торых осуществляется образование клубеньков и 

связывание соединений азота [14, с. 157–159]. 



Ознобихина А.О., Першаков А.Ю., Ерёмин Д.И. 
Модельное биотестирование влияния солей тяжёлых металлов… Общая биология 
 

70  Самарский научный вестник. 2019. Т. 8, № 3 (28) 
 

Активность симбиоза клубеньковых бактерий с 

бобовыми растениями во многом зависит от внеш-

них условий, в которых используется конкретный 

штамм микроорганизмов, а также от физиологиче-

ских особенностей растений [15, с. 46–47]. 

Одной из актуальных проблем в экологических 

исследованиях по окультуриванию техногенно-за-

грязненных почв является изучение роли микроорга-

низмов, их поведения в антропогенно-преобразован-

ных условиях и влияния на процессы трансформации 

веществ в агроэкосистеме. 

Ранее было показано влияние свинца, цинка, ме-

ди и кадмия на посевные качества семян фитомелио-

рантов донника и люцерны (энергию прорастания и 

лабораторную всхожесть) [16]. 

Проведение лабораторных исследований выращи-

вания клубеньковых бактерий с использованием мо-

делирования загрязненной тяжелыми металлами сре-

ды позволит установить возможность жизнеспособ-

ности ризобий в условиях токсического действия 

свинца, кадмия, цинка и меди, выявить влияние кон-

кретного токсиканта, определить оптимальные и ин-

гибирующие концентрации. 

Цель представленных исследований – оценить ус-

тойчивость азотфиксирующих бактерий Rhizobium 

meliloti к различным концентрациям свинца, кадмия, 

меди и цинка при моделировании загрязненных сред. 

В качестве объекта исследований были выбраны 

производственные штаммы азотфиксирующих ризо-

бактерий Rhizobium meliloti. 

Материалы и методика исследования 
Бактерии выращивались в лабораторных услови-

ях при температуре 26°C. Посев производили в чаш-

ки Петри из ризоторфина при десятикратном разбав-

лении на плотной питательной агаризованной среде, 

обогащенной солями тяжелых металлов, (г/л: горох – 

50; вода – 1; агар – 20; сахароза – 10; К2НРО4 – 0,5; и 

количество соли, соответствующее изучаемому ва-

рианту). Для моделирования загрязненной тяжелыми 

металлами среды использовали легкорастворимые 

соли: нитрат свинца, сульфат меди, сульфат цинка и 

нитрат кадмия в концентрации 0,01%; 0,1%; 0,3%; 

0,5%; 1%; 3%; 5%; 6%. Повторность опыта трехкрат-

ная. Контролем служили чашки Петри с питательной 

бобовой средой без солей тяжелых металлов. Под-

счет колоний проводили на 4 сутки [17–21; 22, 

с. 164–176]. 

Результаты исследований 
и их обсуждение 

В ходе исследований установлена разная степень 

выживаемости клубеньковых бактерий по каждому 

отдельному загрязнителю. Бактерии донника и бак-

терий люцерны реагировали на токсичность среды 

не одинаково. Наглядно динамика жизнеспособности 

ризобий представлена на рисунке 1 и рисунке 2. 
В присутствии кадмия рост колоний ризобий 

донника был наименьшим и составил 71 шт. при 
концентрации 0,01% токсиканта и 43 шт. при кон-
центрации 0,1% содержания, при этом в контроль-
ном варианте количество колоний составило 578 шт. 
Численность колоний люцерны при данном химизме 
незначительно была выше относительно донника – 
124 и 64 колонии в 0,01% и 0,1% концентрации, со-
ответственно, при значениях контрольного варианта 
– 540 шт. Полное угнетение ризобий отмечалось при 
0,3% и выше содержании кадмия в питательной среде. 

Снижение числа клубеньковых микроорганизмов 

наблюдалось и при загрязнении среды свинцом. Так, 

количество колоний бактерий донника составило 

259 шт., люцерны 180 шт. – в 0,01% концентрации 

соли; 213 шт. и 155 шт. соответственно – в 0,1% кон-

центрации, что ниже контрольных показателей в 2,2–

3,4 раза. При более высоких изучаемых в опыте кон-

центрациях колонии симбионтов не развивались. 

При добавлении в питательную среду соли суль-

фата меди угнетение бактерий прослеживалась в 

концентрации 0,01% – количество колоний ризобий 

донника здесь составляло 344 шт., люцерны 452 шт., 

при 0,1% содержании данной соли число ризобий 

было 121 и 147 шт. соответственно. Концентрация 

0,3% и выше являлась ингибирующей, колонии бак-

терий здесь не выживали. 

 

 
Рисунок 1 – Численность колоний клубеньковых бактерий донника желтого 

в загрязненной тяжелыми металлами среде, шт. 
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Рисунок 2 – Численность колоний клубеньковых бактерий люцерны посевной 

в загрязненной тяжелыми металлами среде, шт. 

Положительная динамика роста колоний клу-
беньковых микроорганизмов наблюдалась при вне-
сении в модельную среду цинка. Концентрация эле-
мента 0,01% стимулировала численность ризобий 
донника и люцерны в 1,7 раза по сравнению с кон-
трольным вариантом и составила 987 шт. – штамм 
донника и 948 шт. – штамм люцерны при 578 и 
540 шт., соответственно, на контроле. Содержание 
0,1% цинка в среде также оказывало благоприятное 
воздействие на рост бактерий: 714 шт. у донника и 
687 шт. у люцерны. При 0,3% загрязнении количе-
ство колоний оставалось практически на уровне кон-
троля 491 шт. у штамма донника и заметно снизи-
лось до 152 шт. у штамма люцерны. В 0,5% среде 
цинка прослеживалось сильное угнетение ризобий 
донника, их число составило здесь 65 шт. колоний. 

Таким образом, оценив влияние токсичности сре-
ды, загрязненной тяжелыми металлами, на жизне-
способность клубеньковых бактерий донника и лю-
церны, можно выделить следующие закономерности: 
штаммы бактерий донника и штаммы бактерий лю-
церны не одинаково реагируют на токсичность тяже-
лых металлов. Жизнеспособность ризобий донника 
выше на средах, загрязненных свинцом и цинком, у 
ризобий люцерны – медью и кадмием. Летальная кон-
центрация питательной среды при загрязнении свин-
цом, медью и кадмием установлена на уровне 0,3% и 
выше. Цинк оказывал наименьшее ингибирующее 
действие на выживаемость симбионтов: при выращи-
вании в среде с 0,01–0,1% содержанием отмечено 
стимулирование роста колоний донника и люцерны 
выше контрольного варианта. Последующее увеличе-
ние концентрации соли цинка приводит к заметному 
угнетению жизнеспособности исследуемых штаммов. 
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A MODEL BIOASSAY FOR INFLUENCE OF HEAVY METAL SALTS TOXICITY 
ON THE VIABILITY OF NODULE-FORMING BACTERIA RHIZOBIUM MELILOTI 
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Abstract. The study consists of a bioassay of a medium experimentally contaminated with heavy metals using 

Rhizobium meliloti microorganisms as a test object. In vitro, the viability reaction of clover and alfalfa nodule bacte-

ria to lead, cadmium, copper and zinc was established. The effect of the studied metals on the number of colonies 

depends on the concentration of the chemical element, physiological action of the microelement and biological char-

acteristics of the strains used. The studies performed have determined a direct relationship of reducing the growth in 

the rhizobia colonies number of clover and alfalfa with an increase in the concentration of salts of heavy metals. In-

hibition of the colonies number had a high regularity when the environment was contaminated with lead, copper and 

cadmium at a concentration of 0,3%; with a subsequent increase, complete death of microorganisms was observed. 

With the introduction of zinc into the nutrient medium in small concentrations, a positive resistance tendency of the 

clover and alfalfa bacteria was observed: thus, at 0,01–0,1% of the zinc salt content, the number of grown colonies 

was above the control level and amounted to 714–987 pcs. at the control value of 578 pcs. In an environment with a 

concentration of zinc 0,5%, a significant decrease in the growth of clover rhizobia was noted up to 65 pieces of colo-

nies. At the same time, in the alfalfa rhizobia colonies in these concentrations a lower degree of survival was ob-

served and the environment of zinc 0,3% became critical. 

Keywords: nodule bacteria; clover rhizobia; alfalfa rhizobia; viability of colonies; heavy metals; environment 

modelling; environmental toxicity; inhibition of vitality; critical concentration; toxicants; zinc; copper; cadmium; 

lead; cultivation of technologically polluted soils. 
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Аннотация. Впервые приводятся данные о видовом составе и структуре компонентных сообществ пара-
зитов тугуна, эндемика Сибири, отловленного в период нерестовой миграции из р. Хатанги и трех участков 


