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Азот и фосфор – важнейшие макроэлементы, влияющие на рост, развитие и урожайность растений.  

В настоящее время в различных типах почв нередко отмечают дефицит доступных форм этих элементов для 
растений. Альтернативой решения этой проблемы может стать применение бактерий, способных переводить 
в результате своей жизнедеятельности соединения азота и фосфора в доступные для растений формы. Осо-
бое внимание привлекают азотфиксирующие бактерии, способные проявлять целый спектр полезных 
свойств. Биопрепараты на основе этих микроорганизмов экономичны, безвредны, специфичны для конкрет-
ных условий региона и могут стать альтернативой применения химических удобрений, уровень использова-
ния которых во всем мире неуклонно растет. Целью данного исследования являлась сравнительная оценка 
фосфатмобилизующей активности азотфиксирующих бактерий на плотных и жидких питательных средах. 
Изучение интенсивности азотфиксации по методу Несслера позволило отобрать 11 наиболее продуктивных 
бактериальных изолятов для дальнейших исследований (концентрация свободного NH4

+ в культуральной 
жидкости составляла 10.5–95.9 мкг/мл). В условиях лабораторных опытов in vitro установлено, что только 
9 изолятов показали различную степень фосфатрастворяющей активности на плотных средах, при этом 
большинство из них способны к мобилизации фосфора преимущественно из неорганических, чем органиче-
ских соединений. Выявлено, что высокие значения Кr характерны для изолятов КА-31 (6.38) и ЮЯ-13 (2.64), 
средний – для ПА-7 (0.69). В жидкой среде, содержащей Ca3(PO4)2, показано максимальное содержание 
фосфат-ионов в культуральной жидкости изолята ПА-7 – 128 мг/дм3, что соответствует мобилизации 69.6% 
внесенного фосфата кальция через 7 суток эксперимента. Три исследуемых изолята ЮЯ-13, КА-10 и КА-31 
показали высокую и среднюю фосфатмобилизующую активность, растворяя 64.4, 48.1 и 42.0% Ca3(PO4)2 
соответственно. Проведенные исследования позволили отобрать 4 изолята азотфиксирующих бактерий, про-
являющих фосфатмобилизующие свойства, перспективных для создания биопрепаратов сельскохозяйствен-
ного назначения в условиях аридного климата Астраханской области. 

Ключевые слова: почвы, биопрепараты, азотфиксирующие микроорганизмы, коэффициент фосфат-
мобилизации, фосфат-ионы. 

 
Введение. Одними из важнейших макро-

элементов, влияющих на рост, развитие и уро-
жайность растений, являются азот и фосфор. 
Наряду с высоким содержанием этих элементов 
в различных типах почв, нередко констатируют 
дефицит доступных форм этих элементов для 
растений [1]. Так, в сельскохозяйственных поч-
вах, по оценке некоторых авторов [2], количе-
ства накопленных нерастворимых фосфатов 
при условии их биосолюбилизации достаточно 
для поддержания урожайности культурных рас-
тений в течение последующих 100 лет. Внесе-
ние высоких доз фосфорных удобрений в почву 
неэффективно, как указывают авторы [3], из-за 
трансформации этих элементов в почвах  
 

 
 
 
 

в нерастворимые соединения, а также может 
стать причиной закисления почвы и уменьше-
ния содержания гумуса.  

В настоящее время наиболее целесообраз-
ной альтернативой решения проблемы фосфор-
ного и азотного питания растений является 
применение бактерий, способных в результате 
своей жизнедеятельности трансформировать 
молекулярный азот в ионы аммония и перево-
дить соединения фосфора в подвижные и лег-
корастворимые формы, пригодные для усвое-
ния растениями [4].  

Перспективно с этой точки зрения исполь-
зование азотфиксирующих микроорганизмов. 
Они не только осуществляют фиксацию моле- 
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кулярного азота, но и проявляют другие полез-
ные свойства: способны к активному растворе-
нию органических и неорганических фосфатов 
[5], повышают доступность питательных ве-
ществ для растений [6], продуцируют физиоло-
гически активные и ростостимулирующие ве-
щества [7], проявляют антагонистическую ак-
тивность в отношении фитопатогенов, вызы-
вающих заболевания растений. Создание био-
препаратов на основе таких микроорганизмов 
является перспективным и экологически при-
емлемым способом повышения плодородия 
почвы. Такие биопрепараты экономичны и без-
вредны для окружающей среды, специфичны 
для конкретных условий региона [7] и могут 
стать альтернативой применения химических 
удобрений [5], уровень использования которых 
во всем мире неуклонно растет [2]. 

Особое внимание при разработке биопре-
паратов уделяют аборигенным изолятам микро-
организмов, так как их эффективность наиболее 
высока в тех экологических нишах, из которых 
они выделены.  

В связи с этим целью работы являлась оцен-
ка фосфатрастворяющей активности азотфикси-
рующих бактерий, выделенных из ризосферы не-
которых растений Астраханской области. 

 
Материалы и методы исследования. Ма-

териалом для исследования выступали почвен-
ные бактерии, выделенные из ризосферы ябло-
ни (Malus P. Mill, 1754) и смородины черной 
(Ribes nigrum L., 1753).  

Изучаемые бактерии выделены на агари-
зованной безазотистой среде Эшби [8] мето-
дом «почвенных комочков». На поверхность 
среды в чашках Петри раскладывали по 
20 почвенных комочков, культивировали при 
температуре 27°С в течение 7 суток до появле-
ния слизистых обрастаний вокруг комочков, из 
которых затем выделяли микроорганизмы в 
чистые культуры. При изучении микроорга-
низмов отмечали степень ослизнения колоний, 
характер пигментации и особенности роста на 
агаризованной питательной среде; в микро-
препаратах – наличие внеклеточных капсул и 
цист, окраску по Граму. 

Способность к азотфиксации и оценку ее 
активности у исследуемых бактериальных изо-
лятов определили по методу Несслера на осно-
вании измерения концентрации свободного 
NH4

+ в культуральной жидкости. Для этого по-
севы культивировали в течение 7 суток при 

температуре 27ºС в жидкой среде Эшби. Из ка-
ждого образца отбирали 6 мл культуральной 
жидкости, центрифугировали в течение 8 мин 
при 10 000 об/мин (Т=20°С). К полученному 
супернатанту добавили по 2 мл 50%-го раствора 
сегнетовой соли и 1 мл реактива Несслера. По-
сле появления характерного желтого окрашива-
ния определили оптическую плотность иссле-
дуемого раствора с помощью спектрофотометра 
ПЭ-5400УФ при длине волны 410 нм (кон-
троль – стерильная среда Эшби с добавленными 
реактивами) [9]. Концентрацию катионов ам-
мония в культуральной жидкости рассчитали, 
используя калибровочный график. 

Исследовали способность исследуемых 
бактерий растворять как ортофосфаты, так и ор-
ганофосфаты, методом посева на плотные пита-
тельные среды: агар Муромцева следующего 
состава (г/л): глюкоза – 10; аспарагин – 1; 
K2SO4 – 0.2; MgSO4 – 0.2; Ca3(PO4)2 – 2.5; куку-
рузный экстракт – 0.02; агар – 20 [8] и агар Мен-
киной (г/л): глюкоза – 10; мел – 5; FeSO4 – сле-
ды; MgSO4x7H2O – 0.3; NaCl – 0.3; КС1 – 0.3; 
(NH4)2SO4 – 0.5; лецитин – 5.0; агар – 30 [10].  

Посевы культивировали в течение 7 суток 
при температуре 27ºС. Активность фосфатмоби-
лизации оценивали по величине коэффициента 
удельной фосфатрастворяющей активности 
штаммов (Кr) согласно методике, описанной в 
работах [1, 7], то есть вычисляли отношение ра-
диуса зоны растворения фосфатов к радиусу вы-
росших колоний. Опытные значения Kr до 0.49 
соответствуют низкой степени активности; 0.5–
1.49 – средней; а 1.5 и выше – высокой фосфат-
растворяющей способности [1, 7]. 

Количественную оценку фосфатраство-
ряющей активности проводили согласно ПНД 
Ф 14.1:2:4.112-97. Для этого опытные штаммы 
засевали в колбы Эрленмейера с жидкой средой 
Муромцева, в среду вносили Ca3(PO4)2 из рас-
чета 0.3 г на 50 мл среды (расчетным путем по-
лучаем, что на 300 мг вещества приходится 
183.87 мг фосфат-ионов). Культивировали по-
севы на лабораторном шейкере ЭКРОС  
ПЭ-6410 при 27ºС в течение 7 суток. В каждом 
из вариантов на всех контрольных точках экс-
перимента отбирали по 5 мл культуральной 
жидкости. Данный объем фильтровали через 
мембранный фильтр и центрифугировали не 
менее 5 минут при 5000 об./мин. Полученный 
супернатант объемом 2 мл доводили до 50 см3 
дистиллированной водой, затем прибавляли ре-
активы и анализировали согласно методике 
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[11]. Измерение оптической плотности раство-
ров проводили при длине волны 690 нм по от-
ношению к холостому раствору с помощью 
спектрофотометра ПЭ-5400УФ. Контрольной 
пробой служила стерильная среда Муромцева. 
Концентрация фосфат-ионов в контрольной 
пробе составила 0.4 мг/дм3. Эти показания в 
последующем вычитали из концентрации фос-
фат-ионов в опытных вариантах. 

Параллельно в контрольные точки прово-
дили определение численности микроорганиз-
мов по методу Виноградского-Брида и отсле-
живали динамику изменения рН среды с помо-
щью анализатора жидкости «ЭКСПЕРТ-001».  

Все эксперименты проводили в четырех-
кратной повторности для каждого изолята, в 
работе представлены средние значения показа-
телей. Доверительные интервалы определяли 
для 95% уровня значимости. Математическую 
обработку экспериментальных данных прово-
дили общепринятыми методами для биологиче-
ских исследований с использованием програм-
мы Microsoft Excel for Windows.  

 
Результаты и обсуждения. Из ризосферы 

яблони (Malus P. Mill, 1754) и смородины чер-
ной (Ribes nigrum L., 1753) (темно-каштановая 
почва) методом «почвенных комочков» нами 
выделены 34 бактериальных изолята на безазо-
тистой среде Эшби. Выделенные изоляты фор-
мируют сильно ослизненные пигментирован-
ные бурые колонии с прозрачными зонами во-
круг колоний. Среди исследуемых культур при-
сутствуют как стабильно палочковидные, кок-
ковидные, так и плеоморфные формы. Все 
культуры грамотрицательные, обладают под-
вижностью, каталазоположительны, клетки об-
разуют капсулы и цисты.  

Как известно, азот является самым значи-
мым элементом минерального питания, опреде-
ляющим условия жизни и развития растений в 
почвах. Часто именно дефицит азота является 
основным лимитирующим фактором для произ-
водства сельскохозяйственной продукции [12]. 
Ключевую роль в круговороте азота играют 
азотфиксирующие микроорганизмы: они связы-
вают недоступный растениям атмосферный мо-
лекулярный азот и выделяют его в форме ионов 
аммония в почву.  

Несмотря на хороший и обильный рост вы-
деленных бактерий на среде Эшби, не содержа-
щей органических или минеральных форм азота, 
только у 11 исследуемых изолятов в культураль-

ной жидкости обнаружены катионы NH4
+ в кон-

центрации 10.5–95.9 мкг/мл (табл. 1).  
 

Т а б л и ц а  1 
 

Азотфиксирующая активность  
исследуемых изолятов 

 

Изоляты 
Концентрация 
NH4

+, мкг/мл 
Численность кле-
ток (n106 кл/мл) 

ЮЯ-13 95.9±4.8 1.4±0.07 
АБС-25 94.2±4.7 4.2±0.21 
ГСМ-19 93.5±4.6 3.5±0.18 
КА-10 81.6±4.1 1.7±0.09 
ЮЯ-4 76.5±3.8 3.6±0.18 
СМ-19 71.4±3.5 3.0±0.15 
ГР-1 64.6±3.2 1.1±0.05 
АБС-27 61.2±3.0 2.2±0.11 
ПА-7 56.1±2.8 2.0±0.1 
АБС-24 36.4±1.8 0.2±0.01 
ПА-20 10.5±0.5 0.9±0.04 

 
Отсутствие катионов NH4

+ в культуральной 
жидкости изолятов, потенциально способных к 
азотфиксации, по некоторым литературным дан-
ным может быть связано с образованием соеди-
нений аммония иного происхождения [13]. 

Фосфор – второй по значимости среди мак-
роэлементов элемент, недостаток которого нега-
тивно влияет на рост и развитие растений, в це-
лом снижая их продуктивность [4]. Фосфор со-
держится в почве в составе органических (ино-
зитфосфаты, фосфорсодержащие белки, фосфо-
липиды и нуклеиновые кислоты и др.) и трудно-
доступных неорганических соединений (в основ-
ном ортофосфаты кальция). В повышении дос-
тупности соединений фосфора для растений уни-
кальна роль почвенных микроорганизмов. За счет 
выделения ими различных кислот и щелочных 
фосфатаз происходит образование кислых солей 
фосфора, доступных для растений [8]. Одним из 
самых удобных методов выделения микроорга-
низмов, способных к солюбилизации фосфатов, 
является чашечный [8], основанный на отборе 
активных микроорганизмов с прозрачными зона-
ми растворения фосфатов вокруг колоний.  

Так, девять изолятов показали различную 
степень фосфатрастворяющей активности в от-
ношении органических и неорганических фос-
фатов, что выражалось в образовании вокруг их 
колоний прозрачных зон (зон «гало»). 

Однако об активности микроорганизмов в 
опытах на агаризованных средах более кор- 
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ректно судить не по абсолютной величине зоны 
растворения фосфата, а по соотношению вели-
чины этой зоны к размеру колонии, на что ука-
зывают авторы [1, 14]. С этой целью рассчитали 
опытные значения коэффициента Кr, по кото-
рым судили о степени удельной фосфатмобили-
зующей активности исследуемых бактерий 
(табл. 2). 

Т а б л и ц а  2 

Фосфатмобилизирующая активность  
исследуемых изолятов 

Изоляты 
Кr 

Агар Муромцева 
с Ca3(PO4)2 

Агар Менкиной  
с лецитином 

КА-31 6.38±0.3 0.72±0.036 
ПА-7 0.69±0.03 0.17±0.008 
ЮЯ-4 0.25±0.012 0.18±0.009 
КА-10 0.17±0.008 0.17±0.008 
ПА-20 0.17±0.008 0.1±0.005 
ЮЯ-13 0.1±0.005 2.64±0.13 
АБС-24 0.1±0.005 0.35±0.017 
СМ-19 0.1±0.005 0.03±0.0015 
АБС-25 0.1±0.005 0.03±0.0015 

Коэффициент Кr на среде, содержащей ор-
тофосфат кальция варьировал от 0.1 до 6.38 и в 
целом показал более высокие значения, чем на 
среде с лецитином. Необходимо также уточ-
нить, что максимальное численное значение Кr 
отмечено для изолятов КА-31 и ЮЯ-13 и соста-
вило 6.38 и 2.64, что соответствует высокой 
степени фосфатрастворяющей активности, при-
чем изолят КА-31 отличается тем, что в боль-
шей степени способен мобилизовать фосфор из 
неорганических, чем органических соединений 
(табл. 2).  

В то же время мы считаем, что при оценке 
фосфатмобилизирующей активности опираться 
только на размеры так называемых «зон гало», 
образуемых изолятами на плотных питательных 
средах, недостаточно. Так как не всегда эти 
данные подтверждены в опытах с использова-
нием жидких сред или в почвах, на что также 
указывает ряд авторов [4, 15]. Так, в работе [2], 
в экспериментах с почвой микроорганизмы, 
проявившие себя in vitro как фосфатмобили-
зующие, не оказали заметного влияния на пита-
ние растений.  

Последующие исследования заключались в 
определении динамики содержания высвобож-
даемых фосфатов при культивировании их  

в жидкой среде Муромцева с внесением 
Ca3(PO4)2. Отмечено, что исследуемые изоляты 
способны к активной мобилизации ортофосфата 
кальция в жидкой среде. Содержание фосфата в 
культуральной жидкости исследуемых изолятов 
линейно увеличивалось на протяжении всего 
времени культивирования. При этом макси-
мальную активность проявил изолят ПА-7: на 
7-е сутки зафиксирована самая большая кон-
центрация фосфат-ионов в культуральной жид-
кости этого изолята среди всех исследуемых 
нами микроорганизмов – 128 мг/дм3 (рис. 1). 

Рис. 1. Определение количества фосфат-иона, 
мг/дм3 

Так как растворение фосфатов, как прави-
ло, происходит за счет выделяемых микроорга-
низмами органических и неорганических ки-
слот [4, 8] параллельно с содержанием фосфат-
иона, измеряли уровень рН среды и учитывали 
количество живых клеток бактерий на каждом 
этапе эксперимента.  

В результате исследований установлено, 
что показатели pH снижаются в процессе куль-
тивирования исследуемых бактерий с 7.0 до 
4.35–5.36 (рис. 2), что свидетельствует о выде-
лении метаболитов кислотного характера. 

Соотнесение уровня накопления фосфатов 
в культуральной жидкости исследуемых изоля-
тов с изменением рН среды (рис. 2, а) и накоп-
лением биомассы клеток (рис. 2, б) показало, 
что наиболее активное растворение Ca3(PO4)2 
изолятами ПА-7 и КА-31 связано с увеличением 
численности бактерий и сопровождается сни-
жением уровня рН, о чем свидетельствуют дос-
товерные корреляционные зависимости между 
этими показателями (r = –0.75–0.79). Снижение 
уровня рН культуральной жидкости может быть 
связано с образованием бактериями кислот в 
результате прямого окисления глюкозы, кото-
рое напрямую зависит от количества образо-
вавшихся клеток в среде, что также подтвер-
ждается литературными данными [15]. 
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Рис. 2. Изменение pH среды (а) и количества живых клеток бактерий (б) в эксперименте 

Однако наряду со снижением численности 
некоторых изолятов, например ЮЯ-13, на фоне 
увеличения концентрации фосфат-ионов реги-
стрировали и повышение рН среды (с 4.5 до 
5.17). Данное явление может свидетельствовать 
о способности изолятов к продукции таких ме-
таболитов, как, например, ферменты группы 
гидролаз или других соединений со схожим 
фосфатрастворяющим эффектом действия, что 
описано в работе [1]. 

Рост изолята КА-10 сопровождался самым 
небольшим снижением рН – до 5.1. Однако в 
среде к концу эксперимента зарегистрировано 
увеличение концентрации фосфат-ионов до 
88.5 мг/дм3 (рис. 1). Подобное явление, как от-
мечают некоторые авторы [4], может означать, 
например, выделение культурой КА-10 в среду 
метаболитов, имеющих слабокислую реакцию 
среды, но реагирующих с фосфатом кальция. 

Главным параметром в эксперименте, оп-
ределяющим интенсивность фосфатмобилиза-
ции, нами выбрана степень растворения 
Ca3(PO4)2, внесенного в жидкую среду Муром-
цева (в %) для культивирования исследуемых 
изолятов. Зная массу добавленного Ca3(PO4)2, 
рассчитали содержание РО4

2- и, учитывая со-
держание фосфат-аниона, освобожденного в 
результате солюбилизации фосфата кальция, 
расположили изоляты по степени убывания их 
активности следующим образом (рис. 3).  

Полученные результаты позволили оце-
нить степень фосфатмобилизации исследуемых 
бактериальных изолятов: ПА-7 и ЮЯ-13 как 
обладающие высокой активностью (растворе-

ние внесенного Ca3(PO4)2 составило 69.6 и 
64.4%, соответственно), а КА-10 и КА-31 – 
средней активностью (48.1 и 42.0%).  

Рис. 3. Степень растворения фосфата кальция ис-
следуемыми изолятами в жидкой среде 

Заключение. Из ризосферы растений яб-
лони (Malus P. Mill, 1754) и смородины черной 
(Ribes nigrum L., 1753), произрастающих на 
территории Астраханской области, выделено 
34 бактериальных изолята. Проведение перви-
чного скрининга по степени азотфиксирующей 
активности позволило отобрать 11 наиболее 
продуктивных изолятов. В условиях лаборатор-
ных опытов установлено, что 9 изолятов пока-
зали различную степень фосфатрастворяющей 
активности на плотных средах, при этом боль-
шинство из них способны к мобилизации фос-
фора преимущественно из неорганических, чем 
органических соединений. Выявлено, что высо-
кий коэффициент удельной фосфатрастворя-
ющей активности (Кr) характерен для изолятов 
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КА-31 (6.38) и ЮЯ-13 (2.64), средний – для  
ПА-7 (0.69). Максимальное содержание фос-
фат-иона отмечено в культуральной жидкости 
изолята ПА-7 – 128 мг/дм3, что соответствует 
мобилизации в среднем 69.6% внесенного 
Ca3(PO4)2. Три исследуемых изолята ЮЯ-13, 
КА-10 и КА-31 обладают высокой и средней 
фосфатрастворяющей активностью (растворе-
ние внесенного Ca3(PO4)2 – составило 64.4, 48.1 
и 42.0% соответственно).  

В отношении изолятов, которые показали 
наиболее значимые результаты и выживаемость 
в условиях in vitro, на следующем этапе работ 
планируется установление видовой принадлеж-
ности путем анализа нуклеотидных последова-
тельностей.  

Таким образом, использование азотфикси-
рующих бактерий с фосфатмобилизующими 
свойствами перспективно для создания биопре-
паратов, направленных на обеспечение расте-
ний азото- и фосфорсодержащими элементами 
питания. В дальнейшем в ходе лабораторных и 
полевых опытов планируется доказать, что наи-
более перспективные штаммы, представленные 
в данном исследовании, способствуют росту 
растений в условиях аридного климата Астра-
ханской области. 

 
Работа выполнена в рамках Государствен-

ного задания «Микроорганизмы аридных зон как 
основа экобиотехнологий для оздоровления эко-
систем Нижнего Поволжья», номер государст-
венной регистрации темы: 124041100137-2. 
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Nitrogen and phosphorus are the most important macronutrients that affect the growth, development and 
yield of plants. Currently, in various types of soils, there is often a shortage of available forms of these elements 
for plants. An alternative solution to this problem may be the use of bacteria capable of converting nitrogen and 
phosphorus compounds into forms accessible to plants as a result of their vital activity. Nitrogen-fixing bacteria, 
which can exhibit a range of beneficial properties, attract special attention. Biologics based on these microorgan-
isms are economical, harmless, capable of self-reproduction and specific to specific conditions of the region and 
can become an alternative to the use of chemical fertilizers, the level of use of which is steadily increasing world-
wide. The purpose of this study was a comparative assessment of the phosphate-mobilizing activity of nitrogen-
fixing bacteria on dense and liquid nutrient media. The study of the intensity of nitrogen fixation by the Nessler 
method allowed us to select 11 of the most productive bacterial isolates for further studies (the concentration of 
free NH4+ in the culture fluid was 10.5–95.9 micrograms/ml). In laboratory experiments in vitro, it was found that 
only 9 isolates showed a different degree of phosphate-dissolving activity on dense media, while most of them are 
capable of mobilizing phosphorus mainly from inorganic than organic compounds. It was revealed that high val-
ues of Kg are typical for isolates KA-31 (6.38) and YUYA-13 (2.64), the average is for PA-7 (0.69). In a liquid 
medium containing Ca3(PO4)2, the maximum content of phosphate anion in the culture liquid of the PA-7 isolate 
is 128 mg/dm3, which corresponds to the mobilization of 69.6% of the introduced calcium phosphate after 7 days 
of the experiment. The three studied isolates YUYA-13, KA-10 and KA-31 showed high and medium phosphate-
mobilizing activity, dissolving 64.4, 48.1 and 42.0% Ca3(PO4)2, respectively. The conducted studies made it pos-
sible to select 4 isolates of nitrogen-fixing bacteria exhibiting phosphate-mobilizing properties that are promising 
for the creation of biological products for agricultural purposes in the arid climate of the Astrakhan region. 
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