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Фосфатмобилизующие микроорганизмы сельскохозяйственных 
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Недостаток фосфора в сельскохозяйственных почвах отрицательно сказывается на продуктивности и урожай-
ности сельскохозяйственных культур. Фосфорные удобрения широко используются для повышения урожайности 
во всём мире. Следовательно, существует острая необходимость в увеличении доступного для растений фосфора в 
почве с использованием осуществимых экологически безопасных технологий. Выделение и скрининг штаммов с 
повышенной фосфаторастворяющей активностью являются необходимыми этапами исследований по интенсифи-
кации фосфорного питания растений путём предпосевной инокуляции семян эффективными микроорганизмами. 
Из ризосферы и ризопланы сельскохозяйственных растений аридных экосистем Астраханской области выделено 
50 изолятов микроорганизмов (49 бактериальных и 1 дрожжевой). Бактериальные изоляты морфологически пред-
ставлены грамположительными спорообразующими (3 шт.) и неспорообразующими (43 шт.) палочками и кокками 
(3 шт.). Предварительный скрининг солюбилизации фосфатов изолятами на твёрдых питательных средах выявил 
группу из 6 изолятов, обладающих максимальной удельной фосфатмобилизацией (значения коэффициента удельной 
фосфатмобилизации К

r 
составили 2,0–6,9 ед.) и способностью понижать рН среды. Определение динамики содержа-

ния подвижных фосфатов позволило выявить изолят, способный поддерживать количество свободного фосфора в 
среде до 6 мкмоль/мл и понижать рН среды до уровня 4,73. Изученный изолят возможно рекомендовать в качестве 
основы биологического препарата по оптимизации минерального питания растений.

Ключевые слова: аридные экосистемы, микроорганизмы ризосферы и ризопланы, солюбилизация фосфатов.
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Crop productivity and yield are negatively affected by the deficiency of phosphorus in agricultural soil. Phosphate 
fertilizers are widely used to improve crop yields globally. Therefore, there is an urgent need to increase plant-available 
phosphorus in soil using feasible environmentally friendly technologies. Isolation and screening of strains with increased 
phosphate-solubilzing activity are necessary stages of research to intensify the phosphorus nutrition of plants by pre-
sowing inoculation of seeds with effective microorganisms. 50 isolates of microorganisms (49 bacterial and 1 yeast) 
were isolated from the rhizosphere and rhizoplane of agricultural plants in arid ecosystems of the Astrakhan region. 
Bacterial isolates are morphologically represented by Gram-positive spore-forming (3 pcs.) and non-spore-forming 
(43 pcs.) rod-like bacteria and cocci (3 pcs.). Preliminary screening of phosphate solubilization by isolates on solid 
nutrient media revealed a group of 6 isolates with maximum specific phosphate mobilization (the specific phosphate 
mobilization coefficient – K

r
 –value was 2.0–6.9 units) and the ability to reduce the pH of the medium. Determina-

tion of the dynamics of mobile phosphate content allowed us to identify an isolate capable of maintaining the mobile 
phosphorus amount at up to 6 μmol/ml and lowering in pH up to 4.73 in the medium. The studied isolate should be 
recommended as the basis of a biological preparation for optimizing the mineral nutrition of plants.

Keywords: arid ecosystems, rhizosphere and rhizoplane microorganisms, phosphate solubilization.
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Аридная зона – природная зона, ха-
рактеризующаяся особенностью климата, 
приводящей к недостатку влаги для жизни 
организмов. Ведение сельскохозяйственной 
деятельности в подобных условиях требует 
регулярного привлечения значительных 
ресурсов. При этом постоянное расширение 
объёма обрабатываемых площадей приводит 
к значительным антропогенным нагрузкам 
и деградации сельскохозяйственных земель 
[1]. Именно земли сельскохозяйственного 
назначения нуждаются в грамотном ис-
пользовании и восстановлении почвенного 
плодородия как основ устойчивого развития 
и продовольственной безопасности страны [2, 
3]. Для аридных почв существует проблема 
доступности фосфора для сельскохозяйствен-
ных растений. Низкая доступность фосфора 
для растений обусловлена способностью ок-
сидов кальция, железа, алюминия и других 
элементов, имеющихся в почвах, связывать  
и удерживать ионы фосфатов, которые облада-
ют природной высокой реакционной способ-
ностью [5]. В увеличении доступности соеди-
нений фосфора ведущая роль принадлежит 
почвенным микроорганизмам. Использование 
бактерий, способных переводить фосфор  
в доступную для растений форму, считается 
одним из перспективных и экологически при-
емлемых путей повышения эффективности 
мобилизации фосфора почвы [5].

Внедрение микробных технологий, соз-
данных на основе ризобактерий, стимули-
рующих рост растений, помогает решить про-
блемы, связанные с получением экологически 
чистой сельскохозяйственной продукции, 
а также существенно повысить плодородие 
почвы и степень реализации генетического 
потенциала культурных растений [6]. Созда-
ние микробных препаратов и технологий на 
их основе требует создания и поддержания 
банка микроорганизмов, обладающих биотех-
нологически значимыми свойствами. Особое 
значение имеют аборигенные микроорганиз-
мы, так как эффективность их деятельности в 
тех же экологических нишах, из которых они 
выделены, наиболее высока. 

В почвах любого типа в процессе сожи-
тельства растений и ризосферной микробиоты 
формируется холобионт, представляющий со-
бой единство хозяина и всех его симбионтов. 
При этом численность микробного компонента 
холобионта может достигать до 10 тыс. видов 
и до 1011 КОЕ/г [7]. Положительное влияние 
ризобактерий на растения связывают с их 
способностью адгезироваться на корнях, про-

являть антагонистическую активность к фи- 
топатогенам, способствовать улучшению ми-
нерального питания и синтезировать гормоны 
роста растений [8–12]. Микроорганизмы 
ризосферы и ризопланы, перестраивая струк-
туру своего сообщества под воздействием не-
благоприятных факторов окружающей среды, 
прямо или косвенно способствуют росту рас-
тений в стрессовых условиях [13–15]. Таким 
образом, выделение и изучение микроорганиз-
мов, ассоциированных с растениями аридных 
экосистем, позволит в полной мере оценить их 
потенциал в качестве основы для разработки 
эффективных агробиотехнологий.

Целью работы являлось выделение фосфат-
мобилизующих микроорганизмов из ризосфе-
ры и ризопланы культурных растений Астра-
ханской области и предварительный скрининг 
их биотехнологически значимых свойств.

Объекты и методы исследования

Выделение микроорганизмов проводили 
из ризосферы и ризопланы различных куль-
турных растений (мяты перечной – Mentha 
piperita, малины садовой – Rubus idaeus, смо-
родины чёрной – Ribes nigrum, подсолнечника 
однолетнего – Helianthus annuus, чеснока 
посевного – Allium sativum, подсолнечника 
клубненосного – Helianthus tuberosus) мето-
дом накопительных культур [16]. Отобранные 
образцы корневой системы дважды отмывали 
стерильной дистиллированной водой для уда-
ления частиц почвы, погружали в стерильный 
0,9 % раствор хлорида натрия и встряхивали 
[16]. Для получения накопительной культуры  
5 мл смыва с ризосферы вносили в 100 мл жид-
кой среды Герретсена в модификации Муром-
цева [17]: (г/л): глюкоза – 10,0; аспарагин –  
1,0; K

2
SO

4
 – 0,2; MgSO

4 
· 7Н

2
O – 0,2; кукуруз-

ный экстракт – 0,02; водопроводная вода до 
1 л; фосфат кальция вносили в питательную 
среду методом осаждения: в среду до стерили-
зации вносили 3,3 г/л (Ca

2
Cl

2 
· 6H

2
O), после его 

растворения добавляли 3,8 г/л Na
3
PO

4
 · 2Н

2
O. 

Культивирование осуществляли на шейкере-
инкубаторе при 28 oС в течение 5 сут. 

Для выделения из накопительных культур 
колоний микроорганизмов, способных рас-
творять трикальцийфосфат, проводили высев 
десятикратных разведений накопительной 
культуры на плотные питательные среды: 
1) Муромцева [18] (г/л): глюкоза – 10,0; аспа-
рагин – 1,0; К

2
SO

4
 – 0,2; MgSO

4
·7Н

2
O – 0,4; 

дрожжевой автолизат – 0,5; агар – 17,0; вода 
дистиллированная – до 1,0 л с добавлением 
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Са
3
(PO

4
)

2
 непосредственно перед использо-

ванием и 2) NBRIP (National ������������� Botanical����  ���Re-
search Institute’s Phosphate growth medium) 
[19] (г/л): глюкоза – 10,0; Са

3
(PO

4
)

2
  – 5,0; 

MgCl
2
 · 6H

2
O – 5,0; MgSO

4
·7Н

2
O – 0,25; KCl – 

2,0; (NH
4
)

2
SO

4
 – 0,1; агар – 15,0, pH среды 

6,8–7,0. Для получения трикальцийфосфата 
в плотной среде после расплавления агара 
вносили 5,3 г/л (CaCl

2 
· 6H

2
O�����������������), после его рас-

творения добавляли 5,7 г/л Na
3
PO

4 
· 12Н

2
O. 

Для подтверждения изменения реакции среды 
в кислую сторону в состав питательной среды 
NBRIP вводили индикатор бромфеноловый 
синий (BPB) в количестве 0,01; 0,025 и 0,05 г/л. 
Исходный цвет питательной среды варьировал 
от светло-сиреневого до тёмно-фиолетового в за-
висимости от количества индикатора. В случае 
изменения реакции среды в кислую сторону под 
действием микробных метаболитов происходило 
обесцвечивание питательной среды [20].

Посевы инкубировали при 28 oС в течение 
72–120 ч. При растворении трикальцийфос-
фата в составе среды микроорганизмами про-
исходило образование зон просветления («зон 
гало») на мутной изначально среде. 

Способность выделенных изолятов к мо-
билизации неорганических фосфатов прове-
ряли на модифицированной среде Муромцева 
с внесённым индикатором бромфеноловым 
синим (0,025 г/л), в которую вносили 2 г/л 
ортофосфата кальция и «фосфоритной муки» 
(3Ca

3
PO

4
 · CaCO

3
; 33Ca

3
PO

4
 · 7CaF). Изоляты 

изучаемых бактерий засевали уколом на по-
верхность твёрдой среды Муромцева, посевы 
инкубировали 5 сут при температуре 28 oС. По 
диаметру зон просветления вокруг колоний 
судили о способности изучаемых изолятов 
мобилизовать неорганические соединения 
фосфора, по изменению цвета среды со светло-
сиреневого на светло-жёлтый судили о смеще-
нии рН в кислую сторону [21].

Коэффициент удельной фосфатраство-
ряющей активности изолятов (К

r
=радиус зоны 

растворения Ca
3
(PO

4
)

2
/радиус колонии) рас-

считывали по [22].
Концентрацию подвижных фосфатов  

в процессе культивирования изолятов на 
жидкой среде NBRIP определяли в течение 
4 сут культивирования с интервалом в 12 ч. 
Стерильную питательную среду использовали 
в качестве отрицательного контроля [4].

Определение содержания подвижных 
фосфатов с образованием фосфорномолибде-
новокислого аммония осуществляли по методу 
Грайнера. В опытные пробирки вносили по  
1 мл культуральной жидкости исследуемого 

изолята, выращенного на жидкой среде NBRIP. 
В качестве контроля использовали стерильную 
питательную среду NBRIP. Далее в пробирки 
вносили по 7,5 мл свежеприготовленного реа-
гента ААМ (10 мМ гептамолибдат аммония, рас-
твор 5Н H

2
SO

4
 и ацетон в соотношении 1:1:2). 

Затем в пробирки добавляли по 0,5 мл 1М ли-
монной кислоты. Пробирки центрифугировали 
в течение 5 мин при 8000 об./мин.

Оптическую плотность проб измеряли на 
спектрофотометре (ПромЭкоЛаб ПЭ-5300В, 
Россия) в сравнении с плотностью дистил-
лированной воды при λ=450 нм. Для опреде-
ления концентрации подвижных фосфатов 
строили градуировочный график. Из основ-
ного стандартного раствора K

3
PO

4
, молярная 

концентрация фосфатов в котором составляет 
5 мкмоль/мл, готовили серию разведений [4].

Статистическую обработку полученных 
данных проводили стандартными статистиче-
скими методами [23] с использованием пакета 
программ Microsoft Excel 2010.

Результаты и обсуждение

Из ризосферы и ризопланы культурных 
растений выделено 50 изолятов (49 бактери-
альных и 1 дрожжевой), из них 27 изолятов 
на среде NBRIP с добавлением бромфеноло-
вого синего и 23 изолята на среде Муромцева. 
Исследуемые бактериальные изоляты были 
представлены грамположительными споро- 
(6%) и неспорообразующими (88%) палочками 
и кокками (6%) (рис. 1).

Установлено, что все выделенные изо-
ляты развиваются в диапазонах температур 
25–37 oС и pH среды 6,0–8,5.

На следующем этапе проводили качествен-
ную оценку способности изолятов к мобили-
зации фосфата из различных нерастворимых 
соединений и понижению рН среды. Согласно 
литературным данным [22] наиболее корректно 
судить о фосфатмобилизующей активности 
микроорганизмов по результатам опытов на 
плотных питательных средах, основываясь не 
на значении радиуса «зоны гало» (зоны рас-
творения), а по его соотношению к радиусу 
колонии [22]. Это соотношение является ко-
эффициентом (K

r
), отображающим удельную 

фосфатмобилизующую активность штамма на 
агаризованных средах. Численные значения 
коэффициента K

r
 соответствуют низкой (до 

0,49), средней (0,5–1,49) и высокой (1,5 и боль-
ше) фосфатрастворяющей способности [24].

В ходе экспериментальных исследований 
установлено, что 28 из 50 выделенных изоля-
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Рис. 1. Морфологические формы выделенных изолятов
Fig. 1. Morphological forms of isolated microorganisms

Таблица / Table 
Фосфатмобилизующая активность выделенных изолятов / Phosphate-mobilizing activity of isolates

Изолят
Isolate

Радиус зоны, мм
Zone radius, mm

Радиус 
колонии, мм

Colony radius, 
mm

K
r 
(коэффициент удельной 

фосфатрастворяющей активности)
K

r
 (coefficient of specific phosphate 

dissolving activity)

Снижение рН 
среды / Lowering 

in pH of the 
medium

Изоляты солюбилизирующие фосфаты (III группа) / Solubilizing phosphate isolates (III group)
2 (III/1) 4,6±0,6 1,7±0,1 2,70±0,35 +
10 (III/2) 3,8±0,4 1,9±0,2 2,00±0,02 +
14 (III/3) 5,9±0,6 2,6±0,5 2,30±0,13 +
22 (III/4) 3,4±0,8 2,0±0,1 1,70±0,02 +
30 (III/5) 12,5±0,4 1,8±0,2 6,90±0,39 +
38 (III/6) 5,0±0,6 2,4±0,2 2,10±0,04 +
Изоляты слабосолюбилизирующие фосфаты (II группа) / Weakly solubilizing phosphate isolates (II group)

4 0,5±0,1 1,5±0,2 0,30±0,03 +
6 0,5±0,1 2,2±0,4 0,20±0,02 +
9 1,0±0,1 1,8±0,2 0,55±0,05 –
11 1,5±0,2 2,8±0,2 0,53±0,05 –
13 0,5±0,1 2,1±0,5 0,24±0,02 +
17 1,0±0,1 1,7±0,4 0,58±0,06 –
18 0,5±0,1 2,1±0,3 0,24±0,02 +
20 1,0±0,2 1,5±0,1 0,67±0,06 –
21 0,5±0,1 1,7±0,2 0,29±0,03 +
23 1,2±0,3 2,0±0,2 0,60±0,05 –
24 1,0±0,2 2,3±0,1 0,43±0,04 –
28 1,0±0,2 2,7±0,4 0,37±0,03 +
29 1,5±0,2 2,3±0,1 0,65±0,06 –
34 0,5±0,1 1,7±0,1 0,29±0,02 +
36 1,0±0,2 1,2±0,1 0,76±0,07 –
39 1,0±0,1 2,8±0,2 0,36±0,03 –
40 1,0±0,1 3,0±0,2 0,33±0,03 +
44 0,5±0,1 1,2±0,1 0,42±0,04 +
45 0,5±0,2 1,5±0,2 0,33±0,03 –
47 0,8±0,2 1,9±0,1 0,42±0,06 +
49 1,5±0,3 1,5±0,1 1,10±0,01 –
50 2,0±0,2 2,1±0,3 0,85±0,04 –

Примечание: «+» – рН среды снижается; «–» – рН среды не снижается. / Note: “+” – lowering in pH of the medium; 
“–” – no lowering in pH. 
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тов образуют «зоны гало» на среде Муромцева, 
содержащей фосфат кальция в качестве един-
ственного источника фосфора. Способностью 
к понижению рН в процессе роста и развития 
обладали 16 изолятов из 50 (табл.). 

Таким образом, на основании первично-
го скрининга способности к солюбилизации 
фосфатов выделенные изоляты распределили 
на 3 группы: �������������������������������I������������������������������ группа (22 изолята) – несолю-
билизирующие фосфаты (не образуют «зон 
гало», не подкисляют среду); ������������������II���������������� группа (22 изо-
лята) – слабосолюбилизирующие фосфаты 
(не образуют существенных «зон гало», под-
кисляют среду или образуют существенные 
«зоны гало», не подкисляют среду); III группа 
(6 изолятов) – солюбилизирующие фосфаты 

(образуют «зоны гало», подкисляют среду). 
Последующие исследования по определению 
динамики содержания подвижных фосфатов 
по методу Грайнера осуществляли с изолята-
ми, относящимися к III группе.

В результате экспериментальных иссле-
дований отмечено, что исследуемые изоляты 
способны к активной мобилизации фосфора 
из фосфата кальция (рис. 2).

Максимальную активность наблюдали  
у изолята III/2 – количество подвижного 
фосфора в среде к 60 ч составило 6 мкмоль/мл, 
что сопоставимо с результатами штаммов, 
применяемых в качестве основы биопрепара-
тов для оптимизации минерального питания 
растений [24].

Рис. 2. Динамика количества подвижного фосфора (мкмоль/мл) в процессе роста изолятов
Fig. 2. Dynamics of mobile phosphorus (µmol/mL) during the isolates’ growth
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Растворение фосфатов может происходить 
за счёт синтезируемых микроорганизмами 
органических и неорганических кислот и хе-
латирующих веществ [25]. Для оценки способ-
ности выделенных изолятов выделять кислоты 
определяли изменение ����������������������pH�������������������� среды во время экс-
перимента (рис. 3).

 В результате исследований установлено, 
что показатели ���������������������������pH������������������������� снижаются во время куль-
тивирования изолятов на среде NBRIP с 6,6 до 
4,5, что доказывает образование метаболитов 
кислотного характера.

Отобранные изоляты способны поддержи-
вать определённую концентрацию фосфатов 
в растворе, обеспечивая тем самым их даль-
нейшее поглощение растениями. Такой тип 
культур является перспективным для созда-
ния биологических удобрений.

Заключение

В условиях лабораторного эксперимента 
предложен метод выделения и первичного скри-
нинга фосфатмобилизующих микроорганизмов 
из ризосферы и ризопланы культурных растений 
(мяты перечной, малины садовой, смородины 
чёрной, подсолнечника однолетнего, чеснока по-
севного, подсолнечника клубненосного). Выде-
лено 49 бактериальных и 1 дрожжевой изолят. На 
основании оценки удельной фосфатмобилизую-
щей активности все изоляты распределены на  
3 группы: �������������������������������     I������������������������������      группа (22 изолята) – несолю-
билизирующие фосфаты; ������������������   II����������������    группа (22 изо-
лята) – слабосолюбилизирующие фосфаты; 

III группа (6 изолятов) – солюбилизирующие 
фосфаты. Установлено, что изоляты III группы 
способствуют накоплению подвижного фосфора  
в культивационной среде от 3,5 до 6 мкмоль/мл 
в течение 60 часов, понижая рН среды до 4,73. 
Подобные изоляты являются перспективными 
для создания биологических препаратов по 
оптимизации минерального питания растений. 
Предметом дальнейшего исследования явится 
оценка филогенетической принадлежности 
изолятов и поиск функциональных генов, от-
ветственных за фосфатсолюбилизирующую 
активность микроорганизмов. 

Исследование выполнено при поддержке гран-
та Российского научного фонда № 23-26-00227 
«Генетическая паспортизация ризосферных ми-
кроорганизмов аридных экосистем с биотехно-
логически значимыми свойствами».
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