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В результате скрининга микроорганизмов, обладающих способностью высвобождать фосфор и подавлять рост фито­
патогенов, выбраны штамм Pseudomonas sp.181а и №16 Trichoderma asperellum GJS 03-35, сочетание которых в био­
препарате эффективно снижает заболеваемость пшеницы фузариозом колоса, увеличивает урожайность, снижает 
содержание микотоксина дезоксиниваленола в зерне. Проведены вегетационные лабораторные и полевые испыта­
ния  экспериментальных образцов биопрепаратов, доказывающие, что совместное применение штаммов №16 
T.  asperellum и Pseudomonas sp.181а может быть признано перспективным биологическим средством для борьбы 
с фузариозом колоса пшеницы и для улучшения фосфорного питания, способствующим оздоровлению ризосферной 
зоны растений.
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Screening of microorganisms releasing phosphorus and inhibiting the growth of phytopathogens has resulted in selecting 
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В конце 60-х годов прошлого столетия казалось, что появ­
ление на рынке новых, высокоэффективных химических 

пестицидов решит все проблемы, связанные с защитой рас­
тений. Тем не менее, «как гром среди ясного неба» грянула 
весть о том, что некоторые «суперхимикаты» становятся не­
эффективными, поскольку возбудители болезней, адаптиру­
ясь к ним, приобретают резистентность. Это приводило к уве­
личению применяемых доз пестицидов, что, в конечном счете, 

было бесперспективно и наносило сокрушительный удар по 
окружающей среде. Начались поиски альтернативных методов 
защиты растений от болезней и вредителей. В этом не было 
особой новизны, просто «химический период» продолжался 
слишком долго, что затормозило развитие иных подходов.

Средства защиты растений от болезней и вредителей, 
а также подходы к повышению плодородия почв сегодня тес­
но связаны с применением микроорганизмов, способных про­
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дуцировать фитогормоны, антибиотики, ферменты, а также 
метаболиты, участвующие в балансе минералов, необходи­
мых для питания и поддержания системного иммунитета рас­
тения [1, 2]. Одним из необходимых растениям минералов 
является, в частности фосфор, и стоит проблема перевода 
его из нерастворимой формы в растворимое биодоступное 
состояние, в том числе с помощью микроорганизмов [3]. 

Если в качестве микроорганизмов, растворяющих фос­
фатную руду собственными метаболитами, будут использо­
ваны антагонисты патогенов сельскохозяйственных культур, 
то одновременно может осуществляться борьба и с болезня­
ми растений. 

Продовольственная и экологическая безопасность РФ обе­
спечивается эффективными мерами по повышению урожай­
ности сельскохозяйственных культур при сохранении биораз­
нообразия окружающей нас природы. Пшеница, являясь 
одной из основных зерновых культур, поражается грибами 
рода Fusarium (фузариоз зерна) [4], что приводит к значитель­
ным потерям урожая, кроме того, зерно оказывается зара­
женным микотоксинами [5], представляющими серьезную 
опасность для теплокровных животных и человека [6, 7]. 
Биологические средства для борьбы с заболеваниями расте­
ний и улучшения плодородия почв могут быть созданы на 
основании разработки инновационной технологии совмеще­
ния двух полезных функций в составе одного препарата. 

Целью исследования явилась разработка подходов к соз­
данию биологического препарата, способного подавлять 
рост фитопатогенов и одновременно повышать в почве до­
ступность фосфора, необходимого для поддержания жизне­
деятельности растений. 

Материалы и методы

Объектами исследования явилась коллекция фосфатра­
створяющих микроорганизмов (ФРМ) родов Pseudomonas, 
Bacillus, Rhizobium, Burkholderia, Achromobacter, Agrobac­
terium, Micrococcus, Aerobacter, Flavobacterium, Erwinia, 
Enterobacter, Klebsiella и мицелиальные грибы, в основном, 
родов Aspergillus и Penicillium, выделенные из различных 
экологических ниш в процессе 15 экспедиций в различные 
регионы РФ и СНГ, в количестве 640 высокоактивных изо­
лятов [8–10]. Динамику выхода фосфора в раствор и окисле­
ния глюкозы изучали под действием штамма Pseudomonas 
fluorescens P469 [11] и штамма Burkholderia cepacia E-37, 
являющегося одним из самых активных фосфатраство­
ряющих (ФР) штаммов [12], который был любезно передан 
в ГНЦПМБ д-ром R.D. Rogers (INL, Айдахо, США) [9]. Иссле­
довали продуцент препарата Микол – штамм №16 Tricho­
derma asperellum GJS 03-35 [13] и продуцент препарата 
Бактофит – Bacillus subtilis ИПМ 215 [14]. В качестве тест-
объектов использовали три фитопатогенных вида грибов 
рода Fusarium из коллекции ФБУН ГНЦ прикладной микро­
биологии и биотехнологии (п. Оболенск) и Всероссийского 
института защиты растений (Санкт-Петербург) [15].

Предварительный скрининг высвобождающих фосфаты 
микроорганизмов проводили на плотной питательной среде 
по наличию зон просветления в агаре, содержащем суспензию 
трикальцийфосфата (ТКФ) и в жидких минеральных средах 
с использованием различных источников углерода [16]. 

Оценку эффективности совместного действия штаммов 
№16 T. asperellum и Pseudomonas sp. 181a выполняли на 
проростках пшеницы методом «рулонов», согласно ГОСТ 
12044-93. Химические фунгициды Максим экстрим (1,5 л/т), 
Витал ТТ и Фликур использовали как контроли и эталоны 
сравнения. Фитотоксичность штаммов для проростков пше­
ницы изучали, как описано [17].

Методика приготовления образцов биопрепаратов и про­
ведения лабораторного и полевого вегетационных опытов 
описана в [18, 19].

Результаты и обсуждение

В процессе скрининга коллекции выявили, что культуры 
микроорганизмов, обладающие фосфатрастворяющей спо­
собностью, относились к различным таксономическим груп­
пам: около четверти из них составляли грамположительные 
бациллы и кокки, более 20% – дрожжевые культуры, осталь­
ные – ФРМ-грамотрицательные бактерии. Более 50 перспек­
тивных ФРМ идентифицировали по культурально-мор­
фологическим и биохимическим признакам. Наиболее ак­
тивными ФРМ оказались представители родов Pseudo­
monas, Bacillus, Enterobacter, Acinetobacter, Azotobacter.

Общепринято, что основным механизмом растворения 
минеральных фосфатов микроорганизмами является дей­
ствие органических кислот, которые образуются из углерод­
ного субстрата [3]. Образование органических кислот при­
водит к снижению рН среды, и фосфор переходит в водо­
растворимое состояние из минеральных фосфатов путем 
замещения иона кальция на ионы водорода. 

Механизм высвобождения фосфатов из модельного фос­
форсодержащего сырья (ТКФ) изучали на штамме Burkhol­
deria cepacia E-37. Оказалось, что повышение концентрации 
глюкозы увеличивает растворимость фосфора за счет об­
разования кислых продуктов: максимумы растворенного 
фосфора совпадают с минимумами рН при всех трех иссле­
дованных концентрациях глюкозы (0,15%; 0,3% и 0,6%). При 
этом величина перешедшего в раствор фосфора и время 
достижения максимума увеличиваются прямо пропорцио­
нально концентрации глюкозы. Аналогичные зависимости 
наблюдали при изучении ФР-свойств и у выделенных наи­
более активных изолятов. При использовании вместо глюко­
зы других углеводов в тех же условиях наблюдали более 
низкий выход фосфора в раствор, что согласуется с данны­
ми других исследователей [20]. 

Газохроматографический анализ, проведенный для штам­
ма B. cepacia Е-37 и 96 активных ФРМ, подтвердил, что 
основными продуктами метаболизма, осуществляющими 
растворение фосфатов, являются органические кислоты. 
У штамма B. cepacia Е-37 и наиболее активных выделенных 
изолятов обнаружили, в основном, глюконовую и кетоглюко­
новую кислоты одновременно. Эти результаты подтвержда­
ют имеющиеся в литературе сведения о том, что глюконовая 
и кетоглюконовая кислоты являются наиболее распростра­
ненными медиаторами процесса высвобождения фосфатов 
под действием микроорганизмов [12, 21]. 

Динамика выхода фосфора в раствор и окисления глюко­
зы под действием штамма Pseudomonas fluorescens P469 
представлена на рисунке 1. Штамм P. fluorescens P469 
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запатентован в качестве продуцента препарата против 
болезней растений, вызываемых фитопатогенными грибами 
и бактериями. 

Оказалось, что динамика накопления фосфора в среде 
под действием штамма P. fluorescens Р469 такая же, как и 
для B. cepacia Е-37, и практически совпадает с накоплением 
суммы глюконовых кислот.

Таким образом, наиболее активные ФРМ, такие как 
P.  fluorescens P469, Pseudomonas sp. 181а [22], Acineto­
bacter sp. 305 [23], а также B. cepacia Е-37 почти стехиоме­
трически окисляют глюкозу последовательно до соответ­
ствующих кислот, что подтверждает предположение Голд­
штейна [12] о том, что наиболее эффективный механизм 
высвобождения фосфора из нерастворимого минерального 
сырья реализуется бактериями через образование глюконо­
вой и кетоглюконовой (и иногда дикетоглюконовой) кислот 
в результате прямого, практически полного, окисления глю­
козы и последующего растворения ТКФ. 

В процессе скрининга фосфатрастворяющие свойства 
впервые обнаружили у грибного штамма Trichoderma aspe­

rellum, хотя у представителей других видов этого рода они 
были описаны ранее [24].

Динамика перехода фосфора в раствор из ТКФ под 
действием штамма № 16 T. asperellum GJS 03-35 в зависи­
мости от состава среды представлена на рисунке 2а. В опыте 
варьировали исходную концентрацию углеводов (глюкозы и 
сахарозы): 10, 20 и 30 г/л, а исходные концентрации осталь­
ных компонентов не изменяли. Растворение ТКФ под дей­
ствием штамма № 16 T. asperellum GJS 03-35 наблюдали 
только в средах, содержащих глюкозу и аммонийный азот. 
Одновременно с определением содержания фосфора в рас­
творе измеряли рН (рис. 2б).

Очевидно, растворение ТКФ под действием штамма №16 
T. asperellum GJS 03-35 происходит за счет снижения рН. 
Способность грибов рода Trichoderma растворять ТКФ, по 
литературным данным, значительно варьирует [25–27]. Наи­
более активно растворяют фосфаты грибы родов Penicillium 
и Aspergillus [28]. 

Таким образом, штамм №16 T. asperellum GJS 03-35, при 
концентрации глюкозы 10 г/л переводящий в раствор макси­
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мально 425 мкг/мл фосфора (рис. 2а), проявляет довольно 
высокую ФР-активность по сравнению с другими грибами 
рода Trichoderma при сходных условиях.

Проведенные исследования механизма растворения фос­
фатов показали, что процесс высвобождения фосфора из 
минерального сырья под действием микроорганизмов обус­
ловлен участием органических кислот (прежде всего, глю­
коновой и кетоглюконовой) и другими факторами, основ­
ным из которых является, по-видимому, выброс протонов 
при поглощении клетками иона аммония. Природа этого 
явления до конца не выяснена так же, как и для многих дру­
гих микроорганизмов, для которых не наблюдается соот­
ветствия уровня продукции кислот и количества растворен­
ного фосфора. 

Изучение фосфатсолюбилизирующих свойств микроорга­
низмов позволило выбрать в качестве перспективных для 
создания препаратов следующие изоляты природного про­
исхождения: Acinetobacter sp. 305, Pseudomonas sp. 181a, 
P. chlororaphis Vsk 26а, P. fluorescens 469, B. subtilis ИПМ 215, 
№16 T. asperellum GJS 03-35, которые относятся к родам, 
представители которых способны производить широкий 
спектр антибиотических средств, гормонов, сурфактантов и 
метаболитов, имеющих перспективу практического исполь­
зования в борьбе с болезнями растений и в частности с воз­
будителями заболеваний грибной природы.

Идея использования микроорганизмов, проявляющих 
антагонистические свойства по отношению к патогенам 
растений и одновременно высвобождающих фосфаты 
из минерального сырья, высказывалась и ранее [29], од­
нако практического воплощения эта идея до сих пор не 
получила.

В связи с этим оценили способность выбранных бактери­
альных штаммов, активно растворяющих фосфаты, ингиби­
ровать возбудителей фузариоза зерновых культур. 

Из 116 изолятов ФРМ 21 проявили антагонистическую 
активность к трем видам грибов рода Fusarium: F. culmorum; 
F. sporotrichioides и F. graminearum (таблица). 

Высокая доля бактерий-антагонистов (37%), очевидно, 
обусловлена тем, что большинство фосфатрастворяющих 
видов микроорганизмов выделили из ризосферной зоны 
растений и бедных по питательным веществами экологиче­
ских ниш (эрозионные минеральные породы, скалы, пещер­
ные наслоения), где конкуренция среди микроорганизмов 
очень высока. Наиболее высокую активность против всех 
трех патогенов растений (на уровне активности штамма 
B.  subtilis ИПМ 215) показали бактерии рода Bacillus, 
Pseudomonas, а также штамм №16 T. asperellum GJS 03-35. 

Однако все активные бактерии (и грибной штамм) – антаго­
нисты фитопатогенов имели сравнительно низкую фосфатра­
створяющую активность – менее 40% от максимальной [16]. 

Таким образом, найти микроорганизм, одновременно об­
ладающий максимально высокой ФР-активностью и высо­
кой активностью в отношении фитопатогенов, не удалось. 
Поэтому для создания биопрепарата, обладающего высокой 
ФР- и фунгицидной активностью, подобрали комбинацию 
двух микроорганизмов, каждый из которых имел высокий 
уровень одного из вышеуказанных свойств.

С целью создания эффективной смеси микроорганизмов 
с повышенной ФР- и антифитопатогенной активностью ис­
пользовали штамм №16 Trichoderma asperellum GLS 03-35, 
на основе которого разработан препарат Микол [13]. 
Поскольку штамм №16 T. asperellum GLS 03-35 облада­
ет  высокой антагонистической активностью и средними 
ФР‑свойствами, то представляло интерес найти совмести­
мый с ним бактериальный штамм с высокими ФР-свойствами, 
обладающий также и антагонистической активностью.

Оказалось, что штамм №16 T. аsperellum GLS 03-35 по­
давляет рост некоторых активных ФРМ (Кav 179 и Vsk 35) 

Таблица. Антагонистическая активность фосфатрастворяющих микроорганизмов по отношению к фитопатогенам, вызывающим 
фузариоз колоса зерновых культур

Обозначение штамма Вид микроорганизма Возбудитель ФК
F. graminearum F. culmorum F. sporotrichioides

Hor 7 Pseudomonas sp. ++ ++ ++
Lev 16 Candida lambica + + +
Kav 56a Не идентифицирован ++ ++ ++
Kav 88b Bacillus sp. +++ ++ ++
Kav 170 Pantoea agglomerans + + +
Kav 171 Klebsiella oxytoca ++ ++ +
Kav 179 Enterobacter cloacae + + +
Kav 203 Не идентифицирован ++ + ++
Kav 220 Enterobacter cloacae ++ ++ ++
Kav 243 Enterobacter cloacae + + +
Kav 305 Acinetobacter sp. ++ +++ +++
Krl 163 Bacillus sp. ++ ++ ++
Krl 181а Pseudomonas sp. +++ ++ ++
Krl 201 Enterobacter cloacae + + +
Кrm 132 Bacillus sp. +++ +++ ++
Lhv 71б Bacillus megaterium +++ +++ ++
Lhv 97 Bacillus sp. +++ +++ ++
Lhv 98а Bacillus megaterium +++ +++ +++
Vsk 26а1 Bacillus subtilis +++ +++ +++
Vsk 26а3 Pseudomonas sp. +++ ++ ++
Vsk 35 Bacillus sp. +++ ++ +++
ИПМ 215 Bacillus subtilis +++ +++ +++
№16 T. asperellum +++ +++ +++

Примечание: + наличие зоны угнетения роста мицелия гриба в месте соприкосновения с бактериальным штрихом; ++ обширная зона угнетения роста мицелия 
гриба не только в месте соприкосновения с бактериальным штрихом, но и в сопредельной области; +++ наличие зоны лизиса между штаммами.
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(рис. 3). Четыре штамма ФРМ (Lhv 71b, Vsk 26a1, Vsk 26a3, 
Krm 132), наоборот, подавляли или значительно угнетали 
рост гриба. Не оказывали значительного угнетающего 
действия на T. аsperellum и не подавлялись ею семь иссле­
довавшихся ФРМ – Hor 7, Кav 56а, Кav 170, Кav 220, Кav 305, 
Krl 181, Lev 16.

Скрининг на фитотоксичность для растений выявил один 
изолят, достоверно стимулирующий рост проростков пшени­
цы – а именно, штамм Pseudomonas sp. 181а (Krl 181а).

Поскольку штамм Pseudomonas sp. 181а обладает ФР-
активностью на уровне максимальных значений [12], его 
выбрали для совместного использования  со штаммом 
№16 T. аsperellum GJS 03-35 с целью изучения возмож­

ности создания на их основе комплексного препарата 
для  повышения урожайности пшеницы и борьбы с фуза­
риозами. В лабораторных условиях приготовили экспе­
риментальные образцы на основе грибного и бактериаль­
ного штаммов. Анализ эффективности комбинаций оцени­
ли по морфометрическим показателям проростков пшени­
цы (длина колеоптиля и семядольного листа, длина 
и  количество первичных корней) после обработки экспе­
риментальными образцами. Оказалось, что комбинация 
№16 T. аsperellum, 1 л/т + Pseudomonas sp. 181а, 3,0 л/т; и 
№16 T. аsperellum, 2 л/т + Pseudomonas sp. 181а, 1,5 л/т 
обладает достоверно выраженным ростстимулирующим 
эффектом (рис. 4).

Рис. 3. Оценка совместимости ФРМ-антагонистов фитопатогенов со штаммом №16 Trichoderma asperellum GJS 03-35.
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Рис. 4. Относительный рострегулирующий эффект протравителей на проростки семян пшеницы: 1 – контроль; 2 – максим экстрим, 
1,5 л/т; 3 – №16 T. аsperellum, 1 л/т; 4 – №16 T. аsperellum, 2 л/т; 5 – Pseudomonas sp. 181а, 1,5 л/т; 6 – Pseudomonas sp. 181а, 3,0 л/т; 7 – №16 
T. аsperellum, 1 л/т + Pseudomonas sp. 181а, 1,5 л/т; 8 – №16 T. аsperellum, 1 л/т + Pseudomonas sp. 181а, 3,0 л/т; 9 – №16 T. аsperellum, 
2 л/т + Pseudomonas sp. 181а, 1,5 л/т; 10 – №16 T. аsperellum, 2 л/т + Pseudomonas sp. 181а, 3,0 л/т.
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Одной из основных характеристик эффективности при­
менения препаратов является урожайность. В лаборатор­
ных вегетационных испытаниях на пшенице оценили массу 
зерна с одного растения (рис. 5а) и накопление фосфора 
в зерне (рис. 5б).

Оказалось, совместное применение экспериментальных 
образцов биопрепарата в лабораторных экспериментах при­
вело к аддитивному эффекту по признаку урожайности. 
Кроме того, комплексная предпосевная обработка биопре­
паратами обеспечила накопление фосфора в зерне до уров­
ня 80–86% от содержания фосфора в вариантах с примене­
нием двойного суперфосфата. 

В лабораторных экспериментах наблюдали снижение 
степени развития болезни и содержания микотоксина де­
зоксиневаленола в зерне после обработки комплексным 
биопрепаратом по сравнению с другими вариантами об­
работки.

Таким образом, по результатам лабораторных испытаний 
совместное применение T. asperellum и Pseudomonas sp. 181а 
может быть признано перспективным средством для борьбы 
с фузариозом колоса пшеницы и улучшения фосфорного 
питания.

Вегетационные полевые испытания проводили на опыт­
ном поле отдела селекции и семеноводства ГНУ «Рязанский 
НИИ сельского хозяйства» на яровой пшенице [17].

В целом, при искусственном заражении колосьев со­
вместная обработка биопрепаратами позволила снизить 
заболеваемость пшеницы фузариозом колоса, потери зерна 
от развития F. graminearum почти в 3 раза, улучшить показа­
тели качества зерна (содержание белка). 

Таким образом, по результатам лабораторных и полевых 
испытаний совместное применение штаммов №16 T. aspe­
rellum и Pseudomonas sp. 181а может быть признано пер­
спективным биологическим средством для борьбы с фуза­
риозом колоса пшеницы и для улучшения фосфорного пита­
ния, способствующим оздоровлению ризосферной зоны 
растений. 

В целом проведенные исследования показали, что ис­
пользование биологических средств, предусматривающих 
целевое применение почвенных микроорганизмов, может 
позволить не только поднять плодородие почв, повысить 
количество и качество продовольствия, но и сохранить 
среду обитания человека за счет отказа или снижения доз 
используемых химических удобрений и пестицидов.

Исследование выполнили в рамках Отраслевой програм­
мы Роспотребнадзора «Научные исследования и разработки 
с целью обеспечения санитарно-эпидемиологического 
благополучия и снижения инфекционной заболеваемости 
в Российской Федерации» (на 2011–2015 гг.).
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