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Реферат. Исследования проводили с целью определения роли штаммов почвенных бактерий 

Pantoea brenneri в повышении биодоступности почвенного фосфора и оценки биотехнологиче-
ского потенциала штаммов для использования в качестве биоудобрений. Почвенные микрокосмы 
создавали в четырех вариантах: инокулированная нестерильная почва (30 г + 5 мл суспензии P. 
brenneri, 1,5×108 КОЕ/мл); контроль с нестерильной почвой (30 г + 5 мл 0,9% NaCl); инокулиро-
ванная стерильная почва (30 г + 5 мл суспензии P. brenneri, 1,5×108 КОЕ/мл); контроль со сте-
рильной почвой (30 г + 5 мл 0,9% NaCl). Микрокосмы инкубировали в течение 15 суток, образцы 
отбирали в начале и конце инкубации. Фосфатмобилизацию штаммов P. brenneri в почве под-
тверждает повышение уровня экспрессии генов gdh (глюкозодегидрогеназа) и pho (фосфатаза), 
продукты которых участвуют в солюбилизации и минерализации труднодоступных соединений 
фосфора. Экспрессия целевых генов в стерильной почве была выше, чем в нестерильной, в зави-
симости от времени инкубации и используемого штамма: в отношении гена gdh – в среднем в 
1,2…1,9 раз, гена pho – в среднем в 1,3…1,7 раз. Внесение суспензии штаммов в почву способ-
ствовало  увеличению  числа  биодоступных форм фосфора в стерильной почве в среднем на 
22…27%, в нестерильной – на 15…18%. Штаммы P. brenneri сохраняли выживаемость в почве на 
протяжении всего эксперимента, что характеризует их способность к конкуренции с нативной 
почвенной микрофлорой. На 5 сутки инкубации отмечали 6…8-кратное увеличение числа КОЕ/г 
почвы, по сравнению с начальной точкой (0 сутки), а на 15 сутки величина этого показателя пре-
вышала исходную величину в среднем в 3…4 раза.  

Ключевые слова: фосфатмобилизация,  минерализация,  солюбилизация, биопрепараты, 
Pantoea brenneri.  

минеральным фосфорным удобрениям [4]. 
Помимо участия в круговороте фосфора фос-
фатмобилизующие микроорганизмы способны 
синтезировать фитогормоны, сидерофоры, 
антибактериальные и противогрибковые мета-
болиты, индуцировать системную резистент-
ность растений, способствуя их благоприятно-
му  росту  и  обеспечивая  устойчивость  к  
различным  абиотическим  и  биотическим  
стрессам [1].  

Одна из широкоизученных групп фосфат-
мобилизующих бактерий – представители ро-
да Pantoea из семейства Enterobacteriaceae, 
обладающих множеством биодеградационных 
свойств и характеризующихся широкой эколо-
гической адаптивностью [5, 6, 7]. В проведен-
ных нами ранее исследованиях, объектами 
которых были почвенные изоляты Pantoea 
brenneri, показаны множественные положи-
тельные эффекты бактерий на рост и жизнеде-
ятельность растений. Так, установлена способ-
ность к выделению ионов аммония и циани-
дов, секреции комплекса гидролитических 
ферментов, фиксации азота, синтезу фитогор-
монов и сидерофоров, определена ингибирую-
щая активность в отношении широкого спек-
тра фитопатогенных микроорганизмов [8, 9]. 
Для  штаммов P. brenneri  показана способ-
ность  к  разложению  органических  и  неор-
ганических труднорастворимых фосфоросо-
держащих  соединений  в  условиях  in vitro,  а 
в  их  геноме  идентифицированы  гены,  про-
дукты  которых  вовлечены  в  метаболизм 
фосфора,  включая  3-фитазу,   глюкозо-1-
фосфатазу,      щелочную      фосфатазу,     
глюкозодегидрогеназу и др. [10].   

Введение. Фосфор (P) – один из основных 
макроэлементов, необходимых для нормаль-
ного функционирования растений на всех эта-
пах роста и развития. Однако низкую биодо-
ступность фосфора в почвах считают значи-
тельным препятствием для роста и продуктив-
ности сельскохозяйственных культур во мно-
гих регионах мира [1]. 

Общепринятое решение этой проблемы – 
внесение минеральных фосфорных удобрений 
– характеризуется низкой эффективностью, 
поскольку лишь незначительная часть (не бо-
лее 25%) внесенного фосфора усваивается 
растениями, в то время как остальная часть 
переходит в недоступные формы [2]. Ситуа-
цию усугубляет негативное воздействие избы-
точного применения фосфорных удобрений на 
окружающую среду. В связи с этим возрастает 
интерес к разработке и применению экологи-
чески безопасных и эффективных стратегий 
улучшения фосфорного питания растений. 
Одним из перспективных направлений счита-
ют использование потенциала почвенных мик-
роорганизмов, способных мобилизовать недо-
ступные формы фосфора. Фосфатмобилизую-
щие микроорганизмы преобразуют неоргани-
ческие (Pi) и органические (Po) соединения 
фосфора в доступные для растений формы 
посредством механизмов солюбилизации и 
минерализации [3]. К ним отнесены предста-
вители различных родов, таких как Pseudomo-
nas, Enterobacter, Bacillus, Pantoea, Rhizobium, 
Acinetobacter, Arthrobacter и др. Использова-
ние фосфатмобилизующих микроорганизмов в 
качестве биоудобрений представляет собой 
экологически обоснованную альтернативу 
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Несмотря на активное изучение фосфатмо-
билизующих микроорганизмов как основы для 
создания биоудобрений, одним из основных 
препятствий для их широкого применения в 
агропроизводстве остаётся несоответствие 
результатов, полученных в лабораторных 
условиях, с эффективностью в полевых испы-
таниях. Большинство исследований проводит-
ся in vitro на искусственных питательных сре-
дах, что не всегда отражает метаболизм и фи-
зиологическую активность бактерий в есте-
ственной почвенной среде [11]. Таким обра-
зом, исследования, направленные на изучение 
функционирования фосфатмобилизующих 
микроорганизмов в условиях, максимально 
приближенных к естественным, приобретают 
особую значимость. 

Цель исследования – определение роли 
штаммов почвенных бактерий P. brenneri в 
повышении биодоступности почвенного фос-
фора и оценка биотехнологического потенциа-
ла штаммов для использования в качестве 
биоудобрений. 

Условия, материалы и методы. Объек-
том   исследований   были   бактериальные 
штаммы   P. brenneri   (3.2 и 3.5.2),   выделен-
ные   ранее   из   образцов  почв  Республики
Татарстан [12, 13]. 

Эксперименты проводили в условиях поч-
венных микрокосмов. Образцы почвы отбира-
ли в конце сентября 2023 года с глубины 15 см 
на сельскохозяйственном поле культуры кар-
тофеля личного подсобного хозяйства (г. Ка-
зань, Республика Татарстан, 55.740608 широ-
ты и 49.269000 долготы). Отобранные образцы 
помещали в стерильные ёмкости и транспор-
тировали в лабораторию. Для подготовки к 
эксперименту почву высушивали при темпера-
туре +20°C, просеивали через сито с диамет-
ром ячеек 2 мм и выдерживали при +4°C в 
течение одной недели, после чего помещали в 
горшки по 30 г. Почвенные микрокосмы со-
здавали в четырех вариантах с трехкратной 
повторностью: 1) инокулированная почва 
(живая) – к 30 г нестерильной почвы добавля-
ли 5 мл суспензии бактериальных клеток P. 
brenneri (1,5×108 КОЕ/мл) в стерильном фи-
зиологическом растворе (0,9% NaCl); 2) кон-
троль (живая почва) – к 30 г нестерильной 
почвы добавляли 5 мл стерильного физиоло-
гического раствора (0,9% NaCl); 3) инокулиро-
ванная почва (стерильная) – к 30 г стерильной 
почвы добавляли 5 мл суспензии бактериаль-
ных клеток P. brenneri (1,5×108 КОЕ/мл) в сте-
рильном физиологическом     растворе    (0,9% 
NaCl);  4) контроль (стерильная почва) – к 30 г 
стерильной почвы добавляли 5 мл стерильно-
го физиологического раствора (0,9% NaCl). 
Стерилизацию почвы проводили путем авто-
клавирования при 121°C и 1 атм. в течение 30 
минут, повторяя цикл пять раз. Подготовлен-
ные микрокосмы инкубировали в течение 15 
суток при температуре +28…30°С с 16-
часовым световым периодом и интенсивно-
стью освещения 2000 люкс/м2. Образцы почвы 

отбирали в начале (T0) и в конце (T15) инку-
бации с помощью стерильных инструментов. 
Полученные образцы хранили при -20°С до 
проведения анализа. 

Для анализа экспрессии генов, продукты 
которых участвуют в метаболизме фосфора, 
из образцов почвы выделяли суммарную РНК 
с помощью набора RNeasy PowerSoil Total 
RNA Kit (Qiagen, Германия) в соответствии с 
протоколом производителя. Экспрессию ге-
нов, кодирующих фосфатазы (pho) и глюкозо-
дегидрогеназу (gdh), оценивали методом коли-
чественной ОТ-ПЦР (ПЦР с обратной тран-
скрипцией) с помощью набора OneTub RT-
PCR SYBR (Евроген, Россия) и амплификато-
ра Real-Time CFX96 Touch (Bio-Rad, США). 
Для       амплификации     использовали    сле-
дующие праймеры: pho: 5’-
ATGCGCGACCGAAAGACC-3’ (прямой) и 5’-
TGCTGGCGACGAGACGAA-3’ (обратный); 
gdh: 5’-CAGGTACTGAAACCGGCATT-
3’ (прямой) и 5’-TACGCTGTTTCCACACCAC
-3’ (обратный). Программа проведения коли-
чественной ОТ-ПЦР включала следующие 
этапы: обратная транскрипция (55°C – 15 
мин), инактивация ревертазы и активация по-
лимеразы (95°C – 1 мин), 50 циклов 
(денатурация: 95°C – 15 сек, отжиг праймеров: 
67,5°C – 20 сек, элонгация и измерение флуо-
ресценции: 72°C – 20 сек), кривая плавления 
(55…95°C с шагом 0,5°C). Нормализацию 
уровней экспрессии целевых генов проводили 
по отношению к уровню экспрессии референт-
ного гена leuS (ген лейцин-тРНК-лигазы). Для  
амплификации  leuS  использовали следующие 
праймеры: 5’-CCGGTCGATCAGTATGTGGG-
3’ (прямой) и 5’-
TTGGAGTTAACCAGACCGGC-3’    (обрат- 
ный). Результаты OT-ПЦР анализировали ме-
тодом 2-ΔΔCt на основе значений порога цикла 
(Ct). Сначала рассчитывали ΔCt путем вычита-
ния среднего значения Ct референтного гена 
из среднего значения Ct целевого гена, а затем 
рассчитывали значение ΔΔCt вычитанием зна-
чений ΔCt контроля (без внесения в почву 
штаммов) из опыта (с внесением штаммов). 
Все образцы анализировали в трех повторно-
стях, включая отрицательные контроли без 
матрицы и ревертазы. 

В образцах почвы, отобранных из микро-
космов, определяли количество подвижных 
форм фосфора. Экстракцию фосфора проводи-
ли по методу Олсена [14], применимому для 
анализа как кислых, так и карбонатных почв. 
Для  этого  1 г   почвы  инкубировали в 20 мл 
0,5 М раствора гидрокарбоната натрия (pH 
8,5) при комнатной температуре в течение 30 
минут. Полученную суспензию обесцвечивали 
добавлением 0,5 г активированного угля и 
фильтровали через плотный фильтр. Фильтрат 
нейтрализовали 10%-ным раствором соляной 
кислоты. Количество свободных фосфатов в 
полученных образцах определяли колоримет-
рически по методу Грейнера [15], основанно-
му на способности неорганических фосфатов 
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в кислой среде образовывать с молибдатом 
аммония соединение желтого цвета – фосфор-
номолибденовокислый аммоний. Для проведе-
ния анализа в пробирки вносили 100 мкл 
фильтрата и добавляли 750 мкл свежеприго-
товленного реагента, состоящего из 10 мМ 
раствора гептамолибдата аммония, 5 М рас-
твора серной кислоты и ацетона в соотноше-
нии 1:1:2. Затем в пробирки добавляли 50 мкл 
1 М раствора лимонной кислоты. Оптическую 
плотность образцов измеряли на спектрофото-
метре xMark (Bio-Rad, США) при длине волны 
355 нм. Для определения содержания свобод-
ных фосфатов строили градуировочный гра-
фик на основе 9 мМ раствора дигидрофосфата 
калия различных концентраций. Уровень pH в 
образцах почвы, отобранных из микрокосмов, 
определяли следующим образом: к навеске 
почвы в стеклянной колбе добавляли воду в 
соотношении 1:2,5 и перемешивали в течение 
10 минут. Измерение pH в полученной суспен-
зии проводили с помощью pH-метра (Mettler 
Toledo, Швейцария). 

Оценивали жизнеспособность штаммов P. 
brenneri в микрокосмах в динамике методом 
почвенных разведений. Для этого из микро-
космов на 0, 5, 10 и 15 сутки инкубации отби-
рали 1 г почвы, которую разводили в 99 мл 
стерильной водопроводной воды. Полученную 
почвенную суспензию разводили серийно и 
высевали поверхностным методом на плотную 
питательную среду Лурия-Бертани (LB) 
(триптон – 10 г/л, хлорид натрия – 10 г/л, 
дрожжевой экстракт – 5 г/л, агар микробиоло-
гический – 15 г/л). Чашки Петри с посевами 
инкубировали при +30 °С в течение 24 ч. Для 
визуализации колоний использовали штаммы 
P. brenneri,     экспрессирующие   зеленый 

флуоресцентный белок (GFP) под контролем 
плазмиды pFPV25.1_mut3. Среднее количе-
ство КОЕ (N) в 1 г почвенной суспензии рас-
считывали по формуле: 

N = c / ((n1 + 0,1 × n2) × d), 
где c – сумма подсчитанных колоний на 

всех чашках, n1 – количество чашек первого 
разведения, n2 – количество чашек второго 
разведения, d – коэффициент первого разведе-
ния, 0,1 – коэффициент, учитывающий крат-
ность первого и второго разведения.  

Эксперименты проводили в трех биологи-
ческих и трех аналитических повторах. Досто-
верную разницу между группами анализиро-
вали с использованием дисперсионного анали-
за (ANOVA) и критерия Тьюки. Уровень зна-
чимости составлял p<0,05.  

Результаты и обсуждение. На первом эта-
пе исследований оценивали экспрессию вовле-
ченных в метаболизм фосфора генов gdh 
(глюкозодегидрогеназа) и pho (фосфатаза) у 
штаммов P. brenneri (3.2 и 3.5.2) в почвенных 
микрокосмах в динамике. Внесение суспензии 
исследуемых бактерий как в нестерильную, 
так и в стерильную почву приводило к увели-
чению экспрессии целевых генов. При этом к 
15-м суткам инкубации наблюдали снижение 
уровня  экспрессии,  по  сравнению  с  нача-
лом  эксперимента,  как  гена  gdh (в  среднем 
в 1,3…2,1 раза), так  и  гена  pho (в  среднем  в 
1,3…1,6 раза), в зависимости от варианта поч-
вы и используемого штамма (рис. 1). Такое 
снижение  может   быть   обусловлено   умень-
шением   количества   внесенных   бактериаль-
ных   клеток   или    снижением    их    метабо-
лической     активности    в    ходе    экспери-
мента,    что    согласуется   с  данными,   пред-
ставленными     в    ряде   публикаций  [11, 16].  

Рис. 1 – Изменение уровня экспресии генов фосфатазы (pho) и глюкозодегидрогеназы (gdh) в 
нестерильной и стерильной почве, инокулированной штаммами P. brenneri 3.2 и P. brenneri 3.5.2, 
на начало (0 сут, T0) и конец (15 сут, Т15) эксперимента (*различия внутри групп, обозначенных 

квадратной скобкой (экспрессия отдельных генов на 0 сут и 15 сут), достоверные при p<0,05)  
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При этом на протяжении всего эксперимента 
экспрессия целевых генов в вариантах со сте-
рильной почвой была выше, чем в вариантах с 
нестерильной почвой: в отношении гена gdh – 
в среднем в 1,2…1,9 раз, в отношении гена 
pho – в среднем в 1,3…1,7 раз в зависимости 
от времени инкубации и используемого штам-
ма. Вероятно, в нестерильной почве процессы 
адаптации внесенных штаммов P. brenneri к 
новым условиям и конкуренция с нативной 
почвенной микрофлорой влияли на физиоло-
гические процессы в клетках, в том числе на 
мобилизацию фосфатов. Таким образом, ре-
зультаты, полученные в ходе эксперимента со 
стерильной почвой, подтверждают, что 
наблюдаемое увеличение экспрессии генов 
gdh и pho напрямую связано с присутствием и 
активностью   изучаемых  штаммов P. brenneri  

в почве. 
Результаты  измерения  числа  свободных 

фосфатов  в  образцах  почвы  показало,  что 
на  начальном  этапе  эксперимента  суще-
ственных  различий  между  вариантами  с 
инокуляцией  штаммами  P. brenneri  и  кон-
трольными  образцами  не  наблюдали.  Одна-
ко  к  концу  эксперимента  в  вариантах  с 
внесением  штаммов  P. brenneri  наблюдали 
увеличение  количества  подвижного  фосфо-
ра.  Так,  в  стерильной  почве  концентрация 
биодоступного  фосфора  увеличилась  на 
27±1,4% (штамм 3.2) и 22±1,2% (штамм 3.5.2)  
по  сравнению  с  контролем  (без внесения 
штаммов).  В нестерильной  почве  увеличе-
ние  составило  15±0,8% (штамм 3.2)  и 
18±0,7%   (штамм 3.5.2)   по   сравнению  с 
контролем (рис. 2). 

Таблица  –  Оценка жизнеспособности штаммов P. brenneri 3.2 и P. brenneri 3.5.2 в почве, 
КОЕ/г почвы 

Рис. 2 – Изменение   числа   свободных   фосфатов   в  нестерильной   и   стерильной   почве,  
инокулированной штаммами P. brenneri 3.2 и P. brenneri 3.5.2, на  начало  (0 сут, T0)  и  конец 

(15 сут, Т15) эксперимента. За 100% принимали число свободных фосфатов в контрольном (без 
внесения штаммов) варианте почвы на начало эксперимента  

(*различия с контролем достоверные при p<0,05)  

Все исследуемые штаммы P. brenneri обла-
дали способностью подкислять почвенный 
раствор – уровень pH снижался со значений 
6,6…6,7 ед. до pH 5,2…5,3 ед. Однако ранее в 
лабораторных условиях установлено, что изу-
чаемые штаммы подкисляли среду культиви-
рования с pH 7,0 до уровня pH 2,0…3,0, про-
дуцируя при этом широкий спектр органиче-
ских кислот [10]. Вероятно, снижение pH поч-
венного раствора представляет лишь один из 
механизмов процесса фосфатмобилизации у 
штаммов P. brenneri наряду с секрецией фер-
ментов, в частности фосфатаз и фитаз. 

Сохранение жизнеспособности микробных 
клеток – один из ключевых факторов в техно-
логии разработки биопрепаратов. Штаммы P. 
brenneri   сохраняли  свою  жизнеспособность 
в   почвенных   образцах  в  течение  всего 

эксперимента.  При  этом,  на  5  сутки  отме-
чали 6…8-кратное увеличение числа КОЕ/г 
почвы, по сравнению с начальной точкой (0 
сутки), тогда как на 15 сутки число КОЕ/г 
почвы превышало исходную величину этого 
показателя в среднем в 3…4 раза (табл.). Спо-
собность бактериальных штаммов выживать в 
почве во многом зависит от их возможности 
конкурировать с адаптированной к условиям 
нативной микрофлорой почвы. Одной из стра-
тегий для преодоления этих ограничений счи-
тают использование автохтонных микроорга-
низмов, адаптированных к климатическим 
условиям каждого региона [17, 18]. Поэтому, 
использование штаммов P. brenneri, ранее 
выделенных из почвы республики Татарстан, 
открывает перспективу их использования в 
регионе.  

Штаммы Время, сут 

0 5 10 15 

P. brenneri 3.2 2,02×106 1,22×107 9,1×106 7,1×106 

P. brenneri 3.5.2 1,7×106 1,36×107 9,3×106 6,8×106 
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Выводы. Повышение штаммами почвен-
ных бактерий P. brenneri биодоступности поч-
венного фосфора указывает на их биотехноло-
гический потенциал для использования в каче-
стве биоудобрений. 

Внесение  суспензии  штаммов  бактерий 
P. brenneri (3.2 и 3.5.2) в почву стимулировало 
экспрессию генов gdh и pho, участвующих в 
метаболизме фосфора. В зависимости от вари-
анта почвы и штамма уровень экспрессии gdh 
к 15-м суткам инкубации снижался в среднем 
в 1,3…2,1 раза, pho – в 1,3…1,6 раза. В сте-
рильной почве она была выше, чем в несте-
рильной, в среднем в 1,2…1,9 и 1,3…1,7 раза 
соответственно. 

Внесение   в   почву  суспензии  штаммов 
P. brenneri  увеличивало  концентрацию  био-
доступного  фосфора  в  почвенном  растворе 

к  15-м  суткам  эксперимента.  В  стерильной 
почве  в  варианте  со  штаммом  3.2  она  воз-
растала,  по  сравнению  с  контролем,  на 
27±1,4%,  со  штаммом 3.5.2 – 22±1,2%, в не-
стерильной – соответственно на 15±0,8% и 
18±0,7%. 

Одновременно  штаммы  P. brenneri  под-
кисляли  почвенный  раствор,  снижая  pH  с 
6,6…6,7 ед. до 5,2…5,3 ед.  и   сохраняли  жиз-
неспособность  в  почвенных  образцах на 
протяжении всего эксперимента. 

В связи с изложенным, изученные штаммы 
P. brenneri можно считать перспективными 
для создания биопрепаратов, повышающих 
содержание биодоступного фосфора в почве. 

Сведение об источнике финансирова-
ния. Работа выполнена за счет средств гранта 
РНФ №23-76-01078.  
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BIOTECHNOLOGICAL POTENTIAL OF BACTERIAL STRAINS OF 
PANTOEA BRENNERI TO INCREASE THE CONTENT OF  

BIOAVAILABLE FORMS OF PHOSPHORUS IN SOIL 
D. S. Bulmakova, L.V. Sokolnikova, A. D. Suleymanova  

Abstract. The studies were conducted to determine the role of strains of soil bacteria Pantoea brenneri in in-
creasing the bioavailability of soil phosphorus and to assess the biotechnological potential of the strains for use as 
biofertilizers. Soil microcosms were created in four variants: inoculated non-sterile soil (30 g + 5 ml of P. brenneri 
suspension, 1.5×108 CFU/ml); control with non-sterile soil (30 g + 5 ml of 0.9% NaCl); inoculated sterile soil (30 g 
+ 5 ml P. brenneri suspension, 1.5×108 CFU/ml); control with sterile soil (30 g + 5 ml 0.9% NaCl). Microcosms 
were incubated for 15 days, samples were taken at the beginning and end of incubation. Phosphate mobilization of 
P. brenneri strains in soil is confirmed by an increase in the expression level of gdh (glucose dehydrogenase) and 
pho (phosphatase) genes, the products of which are involved in the solubilization and mineralization of hard-to-
reach phosphorus compounds. Expression of the target genes in sterile soil was higher than in non-sterile soil, de-
pending on the incubation time and strain used: for the gdh gene - on average by 1.2...1.9 times, for the pho gene - 
on average by 1.3...1.7 times. The introduction of the strain suspension into the soil contributed to an increase in the 
number of bioavailable forms of phosphorus in sterile soil by an average of 22...27%, in non-sterile soil - by 
15...18%. P. brenneri strains remained viable in the soil throughout the experiment, which characterizes their ability 
to compete with native soil microflora. On the 5th day of incubation, a 6-8-fold increase in the number of CFU/g of 
soil was noted, compared with the initial point (day 0), and on the 15th day, the value of this indicator exceeded the 
initial value by an average of 3...4 times. 

Key words: phosphate mobilization, mineralization, solubilization, biopreparations, Pantoea brenneri. 
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