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Одно из основных условий устойчивости агро-
ландшафтов – регулирование биологического 
круговорота веществ. Нарушение баланса 

биогенных элементов в почве ведет к снижению эф-
фективности земледелия. К числу таких элементов 
относится фосфор. По мнению Д. Н. Прянишникова, 
для обеспечения систематического роста урожаев 

необходимо возвращать в почву 100 % фосфора. 
На протяжении 1964–1990 гг. его поступление с 
удобрениями систематически увеличивалось. Рас-
четы показывают, что с середины семидесятых и 
до девяностых годов прошлого века его баланс в 
земледелии Центрально-Черноземного района был 
положительным [1].
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Резюме. Биологизация сельскохозяйственного производства – актуальная задача современности. При этом замена 
химических средств борьбы с вредными организмами биологическими требует поиска новых микробных штаммов с 
высокой антагонистической активностью. Исследования проводили с целью поиска и выделения из почвы в чистую 
культуру микроорганизмов с выраженным антагонистическим действием против фитопатогенов и их характеристики на 
основе фенотипических свойств. Из образца пахотной черноземной почвы методом скученного посева была выделена 
грамотрицательная споронеобразующая аэробная палочковидная бактерия, которая использовала D-глюкозу, сахарозу, 
раффинозу, галактозу, маннит, цитрат натрия, мальтозу, лактозу и фруктозу в качестве источника углерода, образовы-
вала аммиак при росте в пептонной среде. Лецитиназная, липазная и каталазная активность отсутствовала. Тесты на 
оксидазу и образование индола были отрицательными. Бактерия растворяла неорганический фосфат и подавляла рост 
фитопатогенного плесневого гриба Alternaria brassicicola F-1864, замедляя его рост в 2 раза и снижая средний прирост, 
относительно контроля, на 20 %. На основании изучения динамики содержания подвижного фосфора в среде сделано 
предположение, что выделенный штамм в условиях дефицита этого элемента способен к растворению неорганических 
фосфатов и их потреблению для роста. Выявлено фенотипическое сходство изолята с представителями таких родов, как 
Gardnerella, Streptobacillus и др. Отличия в признаках (например, образование аммиака и способность к использованию 
некоторых субстратов для роста) не позволяют однозначно сделать вывод о таксономической принадлежности штамма, 
поэтому необходимы дальнейшие исследования этой бактерии.
Ключевые слова: ферментативная активность, почва, агробиотехнологии, фосфатазная активность, фитопатологии, 
фунгистатическая активность, средства защиты растений, Alternaria brassicicola.
Сведения об авторах: Н. С. Ляховченко, аспирант (e-mail: lyakhovchenko@bsu.edu.ru); А. А. Чепурина, студент; 
И. А. Артемьева, магистрант; В. Ю. Сенченков, аспирант; А. А. Сиротин, кандидат биологических наук, профессор; 
И. П. Соляникова, доктор биологических наук, профессор.
Для цитирования: Антагонистическая и фосфатсолюбилизационная активность грамотрицательной споронеобразующей 
почвенной бактерии / Н. С. Ляховченко, А. А. Чепурина, И. А. Артемьева и др. // Достижения науки и техники АПК. 2021. 
Т. 35. № 8. С. 4–8. doi: 10.53859/02352451_2021_35_8_4. 

*Работа выполнена в рамках договора № 03/07/2020

Antagonistic and phosphate solubilizing activity of Gram-negative spore-
forming soil bacteria

N. S. Lyakhovchenko, A. A. Chepurina, I. A. Artemieva, V. Yu. Senchenkov, A. A. Sirotin, I. P. Solyanikova

Belgorod State National Research University, ul. Pobedy, 85, k. 14, Belgorod, 308015, Russian Federation

Abstract. Biologizing agricultural production is an urgent task. At the same time, the replacement of chemical agents to combat 
harmful organisms with biological agents requires the search for new highly antagonistically active microbial strains. The purpose 
of the study was to find microorganisms with a pronounced antagonistic effect against phytopathogens and isolate them from 
the soil into a pure culture, as well as to characterize them based on their phenotypic properties. A Gram-negative spore-forming 
aerobic rod-shaped bacterium was isolated from a sample of arable chernozem soil using the clumped sowing method. It used 
D-glucose, sucrose, raffinose, galactose, mannitol, sodium citrate, maltose, lactose, and fructose as a carbon source and formed 
ammonia during growth in a peptone medium. We did not record any activity of lecithinase, lipase, or catalase. Tests for oxidase 
and indole formation were negative. The bacterium dissolved inorganic phosphate, slowed the growth of the phytopathogenic 
mould Alternaria brassicicola F-1864 by two times, and reduced the mean increment, relative to the control, by 20%. Based on 
the study of the dynamics of mobile phosphorus content in the medium, we assumed that under conditions of a deficiency of 
this element the isolated strain can dissolve inorganic phosphates and consume them for growth. The isolate was phenotypically 
similar to representatives of Gardnerella, Streptobacillus, and other genera. Differences in characteristics (for example, formation 
of ammonia, ability to use some substrates for growth) did not exactly define the taxonomic affiliation of the strain; therefore, 
further studies of this bacterium are needed.
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Использование фосфорных удобрений на черно-
земных почвах приводит к накоплению метаста-
бильных фосфатов кальция и железа. Они обладают 
большей, чем природные фосфаты, растворимостью, 
которая сохраняется долгое время, чем и объясня-
ется повышение содержания усвояемой фосфорной 
кислоты и длительное последействие удобрений. 
Наибольшее средневзвешенное содержание под-
вижных форм фосфора в почвах Белгородской и 
Курской областей зафиксировано в 1995–1999 гг. – 
131 и 139 мг/кг соответственно, в Липецкой области 
в 1994–1997 гг. – 103 мг/кг, в Тамбовской области 
в 1996–2002 гг. – 95 мг/кг [1]. В этот период более 
половины обследованных площадей относилось к 
категориям со средней и повышенной обеспеченно-
стью подвижными фосфатами. С девяностых годов 
и до сегодняшнего дня поступление фосфора с удо-
брениями снизилось в несколько раз. В результате 
во всех областях зафиксировано снижение его сред-
невзвешенного содержания в пахотных почвах, по 
сравнению с максимальным уровнем, на 5…15 мг/кг. 
По результатам последних завершенных циклов 
агрохимического обследования, самое высокое 
средневзвешенное содержание подвижных форм 
фосфора зафиксировано в почвах Курской – 133 мг/кг 
и Белгородской областей – 116 мг/кг, в Липецкой и 
Тамбовской областях оно составляет соответственно 
91 и 90 мг/кг [1].

В процессе снижения содержания фосфора, 
кроме высших растений, активно участвуют микро-
организмы, так как они выступают значимым фак-
тором развития систем, связанных с почвой как 
с питающей средой. Кроме того, представители 
фосфатазно-активной группы могут обладать био-
технологической значимостью. Это основано на том, 
что в почве микроорганизмы находятся в составе 
сложных микробных сообществ – консорциумов. Для 
них характерны такие формы взаимоотношений, как 
метабиоз, симбиоз и антибиоз. Антагонистическое 
взаимодействие служит основой средств защиты 
растений [2]. Одновременно антагонизм выступает 
причиной развития болезней растений (фитопато-
логий) в системах «микроорганизм (фитопатоген) – 
растение». Следовательно, необходимо проводить 
оценку влияния предполагаемого компонента 
средства защиты на само растение в целях предот-
вращения усугубления степени инфицированности 
в дальнейшем.

Среди микроорганизмов встречаются как про-
кариотические, так и эукариотические возбудители 
болезней растений. Кроме того, значительный ущерб 
наносят вирусные фитопатогены. Не менее значимые 
возбудители различных заболеваний – плесневые 
грибы. Например, гриб Alternaria brassicicola отно-
сится к некротрофным фитопатогенам, поражающим 
множество видов сельскохозяйственных культур. 
Поражение этим микромицетом вызывает почерне-
ние зародыша, снижение посевных качеств семян и 
загрязнение микотоксинами [3]. 

Цель исследований – выделение микроорганизма 
с комплексным действием, способного растворять 
неорганические фосфаты и проявляющего антаго-
нистическую активность в отношении плесневого 
гриба, а также изучение индивидуальных свойств 
штамма и оценка его антагонистической активности 
в отношении плесневого гриба Alternaria brassicicola 
F-1864.

Условия, материалы и методы. Почву отбирали 
на пахотных участках с использованием технологий 
почвосберегающего земледелия. Для выделения 
бактерии с биотехнологическим потенциалом ис-
пользовали метод скученного посева (Егоров Н. С. 
Выделение микробов-антагонистов и биологиче-
ские методы учета их антибиотической активности. 
М.: Изд-во Моск. ун-та, 1957. С. 19–74.) почвенной 
суспензии (1:10) на питательной среде для опреде-
ления фосфатазной активности National Botanical 
Research Institute’s phosphate growth medium (NBRIP) 
следующего состава (г/л): глюкоза – 10, MgCl

2
 – 5, 

MgSO
4
 – 0,25, KCl – 0,2, (NH

4
)

2
SO

4
 – 0,1, Ca

3
(PO

4
)

2
 – 

агар микробиологический – 20 [4]. Посевы инкубиро-
вали при 25 °С в течение 3 суток. Колонии, обладаю-
щие фосфатазной и антагонистической активностью, 
выделяли в чистую культуру.

Культуральные свойства колоний, выросших на 
3 %-ном пептонном агаре (пептон – 30 г/л, Na

2
H-

PO
4 

– 2 г/л, NaCl – 3 г/л, агар микробиологический – 
20 г/л), изучали с использованием стереоскопиче-
ского микроскопа МИКРОМЕД II (Россия). Окраску 
по Граму проводили стандартным методом. Подвиж-
ность бактериальных клеток определяли методом 
«висячей капли». Способность к образованию спор 
оценивали методом Пешкова. Об отношении куль-
туры к O

2 
судили по характеру роста в толще среды 

при посеве уколом в столбик агара. Наличие каталазы 
определяли по образованию пузырьков воздуха при 
нанесении на колонию 3 %-ного раствора перекиси 
водорода. Протеолитическую активность бактерий 
определяли по ее способности к гидролизу казеина 
и желатина. Липолитическую активность бактерии 
оценивали по помутнению среды у штриха культу-
ры при посеве на питательную среду, содержащую 
твин-80 – 10 мл; пептон – 10 г, NaCl – 5 г, CaCl

2
·H

2
O – 

0,1 г, агар микробиологический – 20 г, воду дистил-
лированную – 1000 мл. Способность культуры об-
разовывать индол на питательной среде с пептоном 
определяли с использованием реакции Сальковского 
(Нетрусов А.И., Егорова М.А., Захарчук Л.М. Практи-
кум по микробиологии / Под ред. А.И. Нетрусова. М.: 
ИЦ «Академия», 2005. 608 с.).

Оценку способности штамма растворять неор-
ганический фосфат проводили модифицированным 
методом определения подвижных фосфатов по 
Кирсанову (ГОСТ Р 54650-2011). Для этого 6 г мо-
либденовокислого аммония растворяли в 200 мл дис-
тиллированной воды с нагреванием. После того, как 
раствор остыл, вносили 1 г аскорбиновой кислоты. 
Полученный раствор в объеме 2 мл приливали к тако-
му же количеству исследуемого образца питательной 
среды, содержащей фосфат (NBRIP). Среды предва-
рительно отделяли от биомассы и взвешенных частиц 
центрифугированием при 14000 об/мин в течении 
10 мин. Растворы оставляли настаиваться в течение 
10 мин для стабилизации цвета, после чего измеряли 
их оптическую плотность (с использованием спек-
трофотометра Thermo scientific Genesys 20, США) 
при длине волны (λ) 710 нм. В качестве контроля вы-
ступала незасеянная питательная среда.

Антагонистические свойства выделенного микро-
организма в отношении плесневого гриба A. bras-
sicicola F-1864 определяли методом агаровых лунок 
(Егоров Н. С., 1957) с измерением радиального 
роста мицелия гриба. Для этого суспензию клеток 
суточной культуры с оптической плотностью (ОП) при 
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длине волны λ = 600 нм равной 0,1, приготовленную 
с использованием Microscan Turbidity Meter (США), 
вносили в лунки (объемом 50 мкл в каждую) в 16 по-
вторностях. В центре чашки точечно засевали культу-
ру гриба, и инкубировали ее при 25 °С. Каждые 24 часа 
измеряли радиус колонии A. brassicicola F-1864.

Удельную скорость роста колонии плесневого 
гриба рассчитывали по формуле (Нетрусов А.И. и 
др., 2005):

1 0

1 0

2,303 (ln ln ) ,
 

X X
t t

µ −
=

−

где μ – удельная скорость роста культуры (ОП/ч, 
мм/ч), X

0 
и X

1
 – значения среднего квадратического 

диаметра колоний в начале и по завершении экспо-
зиции (мм), t

0
 и t

1 
– соответствующие среднему ква-

дратическому значения времени инкубации (ч). 
Средний прирост мицелия рассчитывали по фор-

муле (Снегин Э. А. Практикум по биометрии. Белго-
род: ИД «Белгород» НИУ «БелГУ». 2016. 56 с.):

( )
( )

1

1

10 1 100%,

1
 ,

vlgG

i
v

X

lg V
lgG

n

+

+

= − ⋅

∑ +
=

где X – средний, V – фактический прирост (%), 
n – выборка.

Для расчёта достоверности антагонистической 
активности статистическую обработку результа-
тов измерения средних квадратических радиусов 
плесневого гриба проводили разностным методом 
(Основы научных исследований в агрономии / 
В. Ф. Моисейченко, М. Ф. Трифонова, А. X. Заверюха 
и др. M.: Колос, 1996. 336 с.).

Результаты и обсуждение. Из пахотной почвы 
была выделена бактерия, обозначенная как LN1. 
Культура растворяла неорганические фосфаты и 
образовывала зону подавления роста вокруг своей 
колонии (рис. 1), что указывает на наличие фосфа-
тазной и антагонистической активности.

Исследование способности штамма растворять 
неорганический фосфат показало, что в жидкой 
питательной среде NBRIP он растет достаточно мед-
ленно (рис. 2). Удельная скорость роста (μ) штамма 
LN1 составила 0,03 ОП/ч. Время удвоения биомассы 
при этом составляет 23 ч, а средний прирост (Х) на 
5 сутки – 298 %.

При культивировании LN1 в среде NBRIP концен-
трация подвижного фосфата снижалась до 3-х суток 
роста культуры на 0,52 оптических единиц (ОЕ). На 

4-е сутки инкубации, расчетный средний прирост (Х) 
культуры по отношению к предыдущему определению 
составил 58,5 %, а содержание подвижного фосфата 
в среде увеличилось до 1,3 ОЕ. На 5 сутки содержание 
фосфора в среде снизилось до 1 ОЕ. Можно предпо-
ложить, что штамм LN1 в условиях дефицита фосфора 
способен к растворению неорганического фосфата 
и потреблению его для роста.

Фосфор выступает вторым после азота по значе-
нию в питании растений элементом. Основная масса 
фосфорных соединений находится в почве в форме 
органических и минеральных соединений, малодо-
ступных или совсем недоступных растениям [5, 6, 7]. 
Кислые соли фосфорной кислоты легкорастворимы 
и хорошо усваиваются растениями [8, 9]. Однако 
при действии кислот в раствор переходят основные 
соли кальция и особенно железа и алюминия [10]. 
В почве мобилизация фосфора из малоподвижных 
фосфатов может происходить под влиянием раз-
личных микроорганизмов, образующих кислоты. В 
анаэробных условиях, например, в глубоких слоях на-
воза, может происходить восстановление фосфатов с 
образованием фосфористой или фосфорноватистой 
кислоты из фосфорной [11]. Этот процесс аналогичен 
денитрификации (Буланов П. А., Колешко О. И. Общая 
микробиология Минск. Высшая школа, 1969. 261 с.; 
Шлегель Г. Общая микробиология: / пер. с нем. М.: 
Мир, 1987. 567 с.).

В ходе оценки антагонистического потенциала 
бактерии LN1 в отношении плесневого гриба A. bras-
sicicola F-1864 выявлено, что линейный рост мицелия 
в присутствии LN1 на 6 сутки статистически значимо 

Рис. 1. Образование изолятом LN1 зоны подавления 
посторонней микрофлоры и проявление фосфатазной актив-
ности при скученном посеве.

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

1,2

1,4

1,6

0 1 2 3 4 5О
п

т
и

ч
е

с
к

а
я

 п
л

о
т

н
о

с
т

ь
 (

О
П

)
 

сутки  

1

2

Рис. 2. Изменение концентрации подвижного фосфата в 
питательной среде NBRIP (1) в зависимости от роста штамма 
LN1 (2). 
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Рис. 3. Рост плесневого гриба Alternaria brassicicola 
F-1864: 1 – в отсутствии бактерии LN1 (контроль); 2 – в при-
сутствии бактерии LN1.
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снижается относительно контроля на 31 %. Удельная 
скорость (μ) роста колонии плесневого гриба в кон-
трольной группе составила 0,02 мм/ч, а в присутствии 
LN1 – 0,01 мм/ч.

Средний прирост (Х) A. brassicicola F-1864 при со-
вместном культивировании с LN1 снизился, относи-
тельно контроля, на 20 % (рис. 3). То есть почвенный 
изолят LN1 обладает умеренной фунгистатической 
активностью в отношении A. brassicicola F-1864.

В ходе исследования индивидуальных свойств 
LN1 выявлено, что изолят представлен крупными па-
лочковидными, неподвижными грамотрицательными 
клетками (рис. 4), не образующими спор. Тесты на 
лецитиназную, липазную, каталазную и оксидазную 
активность, а также на образование индола были 
отрицательными. При культивировании в жидкой 
3 %-ной пептонной среде образовывался аммиак. 
Бактерии LN1 способны к росту на D-глюкозе, сахаро-
зе, раффинозе, галактозе, манните, цитрате натрия, 
мальтозе, лактозе и фруктозе. 

Согласно литературным данным (Определи-
тель бактерий Берджи. В 2-х т./ Дж. Хоулт, Н. Криг, 
П. Снит и др. / пер. с англ. М.: Мир, 1997. Т. 1. 432 с.), 
грамотрицательные палочковидные неподвижные 
клетки характерны для таких родов, как Acidotermus, 
Acinetobacter, Azomonas, Azotobacter, Beijerinkia, 
Bordetella, Brucella, Flavimonas, Flavobacterium, 
Francisella, Frateuria, Gluconobacter, Kingella, Meso-
philobacter, Methylobacillus, Methilophillus, Moraxella, 
Neisseria, Oligella, Paracoccus, Phenilobacterium, 

Pseudomonas, Psychrobacter, Sphingobacterium, Vol-
kaniella, Xantobacter, Xylella, Zymomonas, Cardiobac-
terium, Calymmatobacterium, Gardnerella, Eikenella 
и Streptobacillus. При этом способность к образо-
ванию индола отсутствует у представителей родов 
Bordetella, Flavimonas, Flavobacterium, Francisella, 
Frateuria, Gluconobacter, Kingella, Mesophilobacter, 
Methylobacillus, Moraxella, Oligella, Phenilobacterium, 
Psychrobacter, Volkaniella, Xantobacter, Xylella, Zy-
momonas, Gardnerella, Eikenella и Streptobacillus. 
Среди них не способны к образованию оксидазы 
Bordetella, Flavimonas, Francisella, Frateuria, Glu-
conobacter, Methylobacillus, Moraxella, Volkaniella, 
Xylella, Zymomonas, Gardnerella и Streptobacillus. 
Одновременно каталазная активность отсутствует 
у родов Methylobacillus (некоторых штаммов), Gard-
nerella и Streptobacillus.

Среди известных физиологических признаков, 
бактерии рода Methylobacillus, в отличии от изолята 
LN1, не способны к образованию аммиака, не исполь-
зуют D-глюкозу, мальтозу и фруктозу [12]. Штамм 
LN1 похож на представителей рода Gardnerella неспо-
собностью к образованию липазы [13]. Кроме того, 
некоторые штаммы этого рода могут использовать 
мальтозу, фруктозу и лактозу [14]. Однако для пред-
ставителей Gardnerella sp. не характерно использо-
вание раффинозы, галактозы и маннита [15]. 

В свою очередь, представители рода Streptoba-
cillus отличаются потребностью в дополнительных 
факторах роста, среди которых сыворотка крови 
[16]. В случае с изолятом LN1 необходимость в до-
полнительных компонентах для роста культуры от-
сутствовала [17].

Поэтому для достоверной идентификации тре-
буются молекулярно-генетические исследования 
таксономической принадлежности штамма LN1. 
Необходимость более детального изучения обу-
словлена такими агробиотехнологически значимыми 
свойствами культуры, как фосфатазная и антагони-
стическая активность [18, 19].

Выводы. Из образцов почвы выделена грамотри-
цательная бактерия, обозначенная как LN1, способ-
ная к растворению неорганического фосфата и об-
ладающая умеренной фунгистатической активностью 
в отношении плесневого гриба A. brassicicola F-1864. 
В присутствии изолята скорость роста фитопатоген-
ного гриба снизилась в 2 раза, а средний прирост его 
мицелия – на 20 %. Установленные свойства бактерии 
требуют идентификации этого штамма с применени-
ем молекулярно-биологических методов.

Рис. 4. Грамотрицательные палочковидные клетки изо-
лята LN1.
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