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Аннотация:  В  этом  исследовании  рассматривается  задача  поиска  новых  способов  растворения  фосфора  и  цинка  для  

сельскохозяйственных  целей.  Цель  состояла  в  том,  чтобы  изолировать  PSM  (микробы,  солюбилизирующие  фосфор)  и  

ZnSM  (микробы,  солюбилизирующие  цинк)  из  различных  сред  (например,  почвенных  удобрений,  землепользования  и  

систем  севооборота)  и  оценить  их  способность  растворять  различные  нерастворимые  источники  P  (например,  β-

трикальцийфосфат  (β-TCP),  фитат  кальция  (CaP)  и  фосфоритная  смесь  (RP))  и  источники  цинка  (например,  карбонат  цинка  

(ZnC),  оксид  цинка  (ZnO)  и  фосфат  цинка  (ZnP)).  Здесь  было  выделено  и  классифицировано  по  видам  25  изолятов,  

способных  растворять  источники  P  или  Zn,  с  использованием  секвенирования  16S  рРНК  и  ITS-области.  Примечательно,  

что  наиболее  эффективными  ПСМ  и  ZnSM  оказались  Aspergillus  awamori,  Fusarium  circinatum,  Fusarium  longifundum  и  

Mucor  circinelloides,  выделенные  из  окультуренных  почв  и  почвенных  удобрений.  Mucor  circinelloides  продемонстрировал  

самую  высокую  солюбилизирующую  способность  для  бульонов,  содержащих  β-TCP,  CaP,  RP,  ZnO  и  ZnP,  с  log2-кратными  

изменениями  в  3,7,  1,8,  8,9,  7,8  и  2,4  соответственно  по  сравнению  с  контролем.  Что  касается  ZnC  и  ZnO,  Aspergillus  

awamori  продемонстрировал  самую  высокую  растворимость  Zn  с  изменением  в  2,1  и  3,0  log2  раза.  Исследование  

подчеркивает  потенциал  этих  штаммов  в  качестве  биоудобрений  и  роль  родов  Mucor  и  Fusarium  в  солюбилизации  цинка.
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растворимых  микроорганизмов  из  различных  сред.  Прил.

Использование  микроорганизмов,  растворяющих  P  и  Zn  (PSM  и  ZnSM),  является  экологически  
чистой  и  экономически  эффективной  стратегией  переработки  устаревших  питательных  веществ  P  и  Zn  
в  почве.  В  эту  разнообразную  группу  входят  различные  бактерии  (например,  Bacillus,  Pseudomonas,  
Enterobacter  и  Burkholderia)  и  грибы  (например,  Penicillium,  Fusarium  и  Aspergillus)  [5,19].  Основная  проблема  в  PSM

Фосфор  (P)  и  цинк  (Zn)  являются  важными  питательными  веществами,  необходимыми  для  развития  
растений,  урожайности  и  качества  зерна  [1].  Тем  не  менее,  более  30%  возделываемых  почв  во  всем  мире  
являются  щелочными  с  высоким  содержанием  карбоната  кальция,  что  препятствует  усвоению  
питательных  веществ  [2–4].  Хотя  удобрения  P  и  Zn  устраняют  эти  недостатки,  более  80%  применений  
приводят  к  образованию  труднорастворимых  питательных  веществ  из-за  образования  нерастворимых  
форм  P  и  Zn  [5,6].  К  ним  относятся  трикальцийфосфат  (TCP)  и  фитат  кальция  (CaP)  для  P  [5,7]  и  для  
соединений  Zn,  таких  как  смитсонит  (ZnC,  карбонат  цинка),  цинкит  (ZnO,  оксид  цинка)  и  гопеит  (ZnP,  
цинковый  карбонат ).  фосфат)  [3].  Эти  нерастворимые  соединения  известны  как  наследие  P  и  Zn  в  почве  
[8–14].
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Микроорганизмы  из  разных  сред
Выделение  разнообразных  веществ,  солюбилизирующих  фосфат  и  цинк.

и  Хорхе  М.  Виванко  1,*,

1.  Введение

Усилия  по  решению  проблемы  дефицита  цинка  посредством  агрономической  биофортификации  зерновых  культур  (например,  пшеницы  

и  кукурузы)  сталкиваются  с  трудностями  из-за  высоких  затрат  на  цинковые  удобрения  [2,4].
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Статья

Ограниченное  и  неравномерное  распределение  фосфоритов  (RP)  резервирует  дальнейший  рост  
цен  на  фосфорные  удобрения  [15,16].  Кроме  того,  более  50%  почв,  возделываемых  зерновыми,  во  всем  
мире  испытывают  дефицит  цинка,  доступного  для  растений  [2,4,5],  что  затрагивает  30%  населения  мира  [17,18].Лицензиат  MDPI,  Базель,  Швейцария.
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Настоящее  исследование  представляет  новый  подход  к  выделению  PSM  и  ZnSM.

В  мае  2023  года  образцы  верхнего  слоя  почвы  (глубиной  5–15  см)  были  собраны  в  Центре  
сельскохозяйственных  исследований,  разработок  и  образования  (ARDEC)  Университета  штата  
Колорадо  в  Форт-Коллинзе,  Колорадо  (40°36′36,9″  с.ш.  и  104°59°  с.ш. ).  '38,2''  Вт).  Согласно  Всемирной  
справочной  базе  почвенных  ресурсов  (WRB),  лесная  почва  (FS)  классифицируется  как  лувисоль,  
сельскохозяйственные  почвы,  в  том  числе  пшенично-ячменная  почва  (WBS),  кукурузно-сорговая  
почва  (CSS)  и  пинто-виговая  почва  ( PCS),  относят  к  черноземам.  Эти  образцы  были  получены  из  
сельскохозяйственных  почв  при  различных  севооборотах,  включая  пшеницу-ячмень  (ППП),  кукурузу-
сорго  (КСС)  и  фасоль  пинто-вигна  (ПКС).  Кроме  того,  образцы  верхнего  слоя  почвы  (глубиной  5–15  
см)  были  взяты  из  невозделываемой  лесной  почвы  (FS)  в  каньоне  Поудре,  расположенном  на  горе  
Грейрок  в  Форт-Коллинзе,  штат  Колорадо.  Один  составной  образец  с  каждого  участка  (т.  е.  сельскохозяйственного  участка)

Понимание  плотности  популяций  P-  и  Zn-растворимых  микроорганизмов  (PSM  и  ZnSM)  в  различных  
средах  имеет  решающее  значение  для  эффективного  скрининга  этих  микробов.  Например,  было  показано,  
что  методы  управления  почвой,  включая  внесение  удобрений  в  почву,  совмещение  культур  или  
севооборот,  увеличивают  разнообразие  и  численность  PSM  и  ZnSM  [32,33].  Ли  и  др.  [34]  сообщили,  что  
PSM  и  ZnSM  более  плотно  заселены  в  ризосфере,  насыпных  почвах,  компосте  и  корнях  растений,  чем  в  
отложениях  или  водоемах.  Землепользование  также  играет  роль:  невозделываемые  почвы  (например,  
лесные  почвы)  содержат  более  богатое  разнообразие  микробов  по  сравнению  с  сельскохозяйственными,  
пастбищными  и  шахтными  почвами  [20,34].

Для  достижения  этой  цели  наши  цели  заключались  в  том,  чтобы  (1)  изолировать  PSM  и  ZnSM  из  разных  
сред ,  в  том  числе  с  различным  землепользованием,  системами  севооборота  и  почвенными  улучшениями ,  
и  (2)  количественно  и  качественно  проверить  PSM  и  ZnSM,  способные  растворения  различных  
труднорастворимых  источников  P  (т.е.  TCP,  CaP  и  RP)  и  источников  Zn  (т.е.  ZnC,  ZnO  и  ZnP).  Эти  полезные  
микробы  потенциально  могут  быть  использованы  в  сельскохозяйственном  биоудобрении.

И  наоборот,  Фернандес  и  др.  [35]  сообщили,  что  структура  сообщества  PSM  была  на  81%  выше  в  
возделываемой  почве,  чем  в  естественных  почвах  (например,  на  лугах),  и  отметили  различия  между  
отдельными  возделываемыми  почвами.  Эта  разница  была  особенно  выражена  на  возделываемых  почвах  
в  системах  севооборота  (бобово-пшеница)  по  сравнению  с  системами  монокультуры  [3].  В  отличие  от  
химических  удобрений,  которые  могут  отрицательно  повлиять  на  здоровье  почвы,  набирают  
популярность  удобрения  на  основе  отходов,  такие  как  биогумус  и  компост  [36].  Эти  удобрения  на  основе  
отходов  известны  своим  богатым  микробным  разнообразием,  включая  роды,  способные  растворять  P  и  
Zn  [37–39].  Таким  образом,  настоящее  исследование  предположило,  что  скрининг  микробов  из  разных  
сред  поможет  в  выборе  элитных  PSM  и  ZnSM.

выделение  —  это  обычное  использование  бета-трикальцийфосфата  (β-ТКФ)  в  качестве  единственного  
источника  фосфора  для  идентификации  ПСМ  [20,21].  Этот  метод  обсуждается,  поскольку  бета-
трикальцийфосфат  неточно  представляет  разнообразные  и  сложные  формы  недоступного  фосфора,  
обнаруженного  в  природных  почвах,  что  может  привести  к  расхождениям  и  завышенным  оценкам  
эффективности  ФСМ  в  лабораторных  условиях  по  сравнению  с  полевыми  условиями.  Таким  образом,  для  
выделения  фосфатсолюбилизирующих  микроорганизмов  (ПСМ)  рекомендуется  использовать  комбинацию  
нерастворимых  источников  фосфора,  таких  как  фитин,  фосфорнокислая  руда  (РФ)  и  фосфат  цинка  (ZnP)  
[22,23].  Это  связано  с  тем,  что  использование  одного  источника,  такого  как  трикальцийфосфат  (ТКФ),  
имеет  ограничения,  поскольку  многие  штаммы,  отобранные  таким  образом,  неэффективны  в  отношении  
других  нерастворимых  соединений  фосфора  и  в  сельскохозяйственных  условиях.  Использование  
нескольких  недоступных  источников  фосфора  увеличивает  вероятность  выделения  разнообразного  и  
эффективного  диапазона  ПСМ,  которые  лучше  подходят  для  различных  почвенных  условий  [24–26].  Более  
того,  хотя  подходы  с  использованием  одного  инокулята,  объединяющие  PSM  и  ZnSM,  широко  изучены,  
эти  подходы  обычно  проверяют  только  один  тип  нерастворимого  источника  P  и  Zn  [27–30].  Ограниченная  
информация  доступна  о  консорциумах  PSM  и  ZnSM,  которые  также  были  протестированы,  хотя  и  с  
единственным  нерастворимым  источником  P  и  Zn  [31].  Следовательно,  использование  консорциумов  
PSM  и  ZnSM  или  отдельных  штаммов,  способных  солюбилизировать  несколько  нерастворимых  источников  
P  и  Zn,  может  оказаться  более  эффективной  стратегией  решения  проблемы  дефицита  P  и  Zn  в  сельскохозяйственных  условиях  [31].

2.  Материалы  и  методы

2.1.  Сбор  проб  почвы  и  внесение  изменений  в  почву
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также  способны  повысить  доступность  фосфора  в  различных  сельскохозяйственных  условиях.

Для  выделения  ПСМ  и  ZnSM  в  мае  2023  г.  по  1  г  каждой  почвы  или  поправки.

разведение  (от  10-1  до  10-10)  по  модифицированной  методике  [40].  В  результате  были  приостановлены

что  выделенные  микроорганизмы  эффективны  не  только  в  лабораторных  условиях,  но  и

Laboratories,  Спаркс,  Мэриленд,  США)  с  добавлением  50%  (по  объему)  глицерина  (Sigma-Aldrich,

США),  оба  приобретены  у  коммерческих  поставщиков.  Все  собранные  образцы  хранились  в
4  �C  до  дальнейшего  биологического  анализа  для  оценки  их  влияния  на  выделение  потенциальных

США)  и  про  овец  и  торфяной  компост  (CSA,  Permagreen  Organics,  Co.,  Арвада,  Колорадо,
чистое  органическое  удобрение  червячного  литья  (WSA,  UNCO  Industries,  Inc.,  Юнион  Гроув,  Висконсин,

средний  агар  [41]  с  добавлением  β-трикальцийфосфата  (β-TCP)  (Sigma-Aldrich,

и  инкубировали  при  30  �C  в  течение  ночи  для  определения  разведения,  из  которого  можно  было

Аналогичным  образом  анализировали  аликвоту  серийного  разведения  объемом  100  мл  с  количеством  жизнеспособных  колоний.

Сент-Луис,  Миссури,  США),  фитат  кальция  (CaP)  (TCI  America,  Портленд,  Орегон,  США)  или  рок

оценено  для  ZnSM  на  модифицированной  среде  Пиковской  [41]  с  добавлением  0,1%

Среда  считается  наиболее  эффективной  средой  для  скрининга  ZnSM  [29].  Одинаковый

фосфат  (РФ).  Среду  NBRIP  для  RP  модифицировали  добавлением  бромфенолового  синего.

(т.е.  для  RP)  очищали  путем  пятикратного  нанесения  штрихов  на  планшеты  со  средой  NBRIP  для  получения  чистого

2.2.  Предварительный  скрининг  и  выделение  PSM  и  ZnSM

К  ZnSM  применен  метод  хранения,  аналогичный  ПСМ.

подсчитайте  колониеобразующие  единицы  (КОЕ)  для  дальнейших  исследований.

применимость  изолированных  ПСМ.

МО)  для  дальнейшего  анализа.

и  невозделанные  почвы)  был  получен  из  шести  проб,  которые  были  случайно  собраны  и

Для  выделения  эффективных  фосфорсолюбилизирующих  микроорганизмов  (ПСМ)  крайне  важно

на  растения  существенно  влияют  свойства  почвы,  особенно  pH  и  содержание  железа.  Эти

Таким  образом,  при  выборе  подложки  мы  руководствовались  этими  соображениями,  направленными  на  оптимизацию  практической  эффективности.

затем  гомогенизируют.  Исследование  также  включало  изучение  двух  изменений  в  почве:

выбирайте  субстраты,  которые  точно  имитируют  естественные  почвенные  условия.  Такой  подход  обеспечивает

суспензию  наносили  на  фосфат  Национального  института  ботанических  исследований  (NBRIP).
Для  PSM  —  аликвота  серийного  разведения  объемом  100  мл  с  указанием  количества  жизнеспособных  колоний  каждого

образец  гомогенизировали  в  9  мл  стерильного  0,85%  физиологического  раствора  с  последующим  10-кратным  серийным

краситель  в  концентрации,  указанной  Li  et  al.  [42]  для  улучшения  визуализации.  После  семи

дни  инкубации  при  30  �C,  PSM  с  прозрачными  ореолами  (т.е.  для  β-TCP  и  CaP)  или  желтыми  ореолами

штаммы.  Очищенные  штаммы  консервировали  при  -80  �C  в  картофельно-декстрозном  бульоне  (PDB,  Difco

и  метод  Менлиха  3  для  определения  фосфора.  Эти  анализы  были  выполнены  Уордом

Факторы  влияют  на  доступность  фосфора  путем  образования  растворимых  или  нерастворимых  комплексов.  Для

Laboratories,  Inc.  (Кирни,  Небраска,  США).  Превращение  фосфора  в  доступную  форму

следующие  методы:  соотношение  почвы  и  воды  1:1  для  измерения  pH,  экстрагируемый  DTPA

Уолтем,  Массачусетс,  США)  или  ZnC  (MP  Biomedicals,  LLC,  Солон,  Огайо,  США).  Модифицированная  Пиковская
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ФС:  лесная  почва;  CCS:  кукурузно-кукурузная  почва;  PCS:  фасоль  пинто  –  вигна;  WBS:  пшенично-ячменная  почва;  CSA:  добавка  к  
компостной  почве ;  WSA:  червячная  добавка  к  почве.

Zn-метод  для  анализа  цинка,  метод  потерь  при  прокаливании  для  определения  органических  веществ,

высевали  в  трех  экземплярах  на  агар  для  подсчета  чашек  (PCA,  EM  Industries,  Inc.,  Дармштадт,  Германия)

CSS

3.0

786

Параметры

1,36

8,9  
1746
133,5

73

4.3Органическая  материя  (%)

1,83

8,3  
91

8,6

Доступный  P  (мг  кг-1 )

43,5

Таблица  1.  Физико-химические  свойства  сред,  выбранных  для  выделения  ПСМ  и  ZnSM.

PCS  WBS  CSA  WSA

pH  почвы

119,9
2,7

ФС

7.2

2.6 19.2

65
1,46

7.1  
15

8.4

Доступный  Zn  (мг  кг-1 ) 1,62

PSM  и  ZnSM  с  учетом  различных  методов  управления  почвами.  Физико-химический

ZnO  (Spectrum  Chemical  MFG,  Нью-Брансуик,  Нью-Джерси,  США),  ZnP  (Thermo  Fisher  Scientific,

Характеристика  как  образцов  почвы,  так  и  почвенных  поправок  (табл.  1)  проводилась  с  использованием
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Количественная  оценка  солюбилизации  P  и  Zn  бактериальными  изолятами  включала  инокуляцию  10  мл  

NBRIP  и  модифицированного  бульона  Пиковской  (т.е.  путем  замены  β-TCP  на  источники  Zn)  на  100  мкл  лог-фазной  

бактериальной  культуры  [41].  Эти  культуры  хранили  в  инкубаторе-шейкере  при  200  об/мин  в  течение  семи  дней  

при  температуре  30  �С.  Для  количественной  оценки  солюбилизации  P  и  Zn  изолятами  грибов  использовали  

методологию,  описанную  Mittal  et  al.  [44]  было  проведено.  Вкратце,  диск  диаметром  7  мм  инокулировали  в  10  мл  

NBRIP  и  модифицированного  бульона  Пиковской.  После  инкубации  супернатант  получали  центрифугированием  

при  10  000  об/мин  в  течение  5  мин  и  фильтровали  через  фильтровальную  бумагу  Whatman  1  [44].  Затем  степень  

солюбилизации  P  определяли  с  использованием  модифицированного  метода  аскорбиновой  кислоты  при  882  нм  

[40,45]  и  измеряли  pH  с  помощью  pH-метра  (мультиметр  HQ40d,  Hach,  Лавленд,  Колорадо,  США).  Солюбилизацию  

Zn  анализировали  в  компании  Ward  Laboratories,  Inc.  (Кирни,  штат  Невада,  США).

2.5.  Статистический  анализ.  

Филогенетическое  дерево  было  построено  с  использованием  программного  обеспечения  Mega  версии  11  с  

использованием  метода  соединения  соседей  со  100  бутстрап-репликациями.  Филогенетическое  дерево  

визуализировали  с  помощью  пакета  ggtree  [46].  Данные  были  проанализированы  с  использованием  RStudio  Team  

2023  версии  4.2.3  (PBC,  Бостон,  Массачусетс,  США).  Был  проведен  однофакторный  дисперсионный  анализ  (ANOVA),  

а  затем  апостериорный  тест  Тьюки  HSD.  Различия  считали  значимыми  при  р  <  0,05.  Допущения  модели,  включая  

однородность  дисперсии  и  нормальность  остатков,  оценивались  с  использованием  теста  Шапиро-Уилка,  а  

гомоскедастичность  -  с  использованием  теста  Левена.  Данные,  не  соответствующие  предположениям  (т.  е.  p  <0,05),  

были  преобразованы  с  использованием  преобразований  sqrt  или  log.  Кроме  того,  корреляции  между  изменениями  

pH  и  растворимостью  P  или  Zn  в  бульонах  были  проверены  с  помощью  коэффициента  корреляции  Пирсона  (p  

<0,05)  для  нормально  распределенных  наборов  данных.  Для  данных  с  ненормальным  распределением  были  

рассчитаны  коэффициенты  корреляции  Спирмена.

2.4.  Окончательный  скрининг  PSM  и  ZnSM.  

Экспериментальная  процедура  точно  повторяла  процедуру  предварительного  скрининга,  за  исключением  

того,  что  для  дальнейшего  анализа  были  выбраны  только  штаммы,  стабильно  показавшие  хорошие  результаты  в  

различных  средах  P  и  Zn.  Из  первоначальных  25  штаммов,  выделенных  в  ходе  предварительного  скрининга,  в  

общей  сложности  шесть  штаммов  были  сохранены  для  дальнейшего  анализа.  Эти  шесть  штаммов  прошли  

дополнительное  тестирование  как  в  твердом,  так  и  в  жидком  NBRIP,  а  также  в  модифицированной  среде  Пиковской  

для  выявления  штаммов,  способных  солюбилизировать  два  или  более  нерастворимых  источника  P  и  Zn.

2.3.  Таксономическая  характеристика  изолированных  

штаммов.  В  ходе  предварительного  скрининга  в  июне  2023  г.  из  различных  сред  было  получено  в  общей  

сложности  25  изолятов,  проявляющих  способность  растворять  P  или  Zn.  Среди  этих  изолятов  7  штаммов  бактерий  

были  идентифицированы  посредством  анализа  16S  рДНК,  а  18  штаммов  грибов  были  подвергнуты  анализу  

последовательности  гена  ITS  рДНК.  Для  идентификации  бактерий  и  грибов  отдельные  колонии  каждого  штамма  

высевали  на  чашки  PDA  и  инкубировали  при  30  �C  в  течение  ночи  для  получения  свежих  культур.  Впоследствии  

планшеты  PDA  были  отправлены  для  выделения  и  анализа  ДНК  с  использованием  услуг  по  секвенированию  ДНК  

Сэнгера,  предоставляемых  Azenta  Life  Sciences-Genewiz,  Inc.  (Саут-Плейнфилд,  Нью-Джерси,  США).
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Качественная  оценка  солюбилизации  P  и  Zn  бактериальными  изолятами  включала  
инокуляцию  10  мкл  логарифмической  бактериальной  культуры  (посевной  материал,  доведенный  
до  оптической  плотности  (OD)600  =  0,4~2,9  ×  108  КОЕ  мл-1 )  в  центре  NBRIP.  и  модифицированные  
среды  Пиковской,  в  тех  же  условиях,  что  и  в  эксперименте  по  предварительному  отбору.  Для  
качественной  оценки  солюбилизации  P  и  Zn  грибными  изолятами  в  центр  NBRIP  и  
модифицированной  среды  Пиковской  инокулировали  диск  диаметром  7  мм .  Непривитый  NBRIP  
и  модифицированная  среда  Пиковской  служили  контролем.  Эффективность  растворения  P  и  
эффективность  растворения  Zn  рассчитывали  по  стандартной  формуле,  как  описано  Nguyen  et  al.  [43].
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В  филогенетическом  дереве  были  сгруппированы  два  штамма  Pseudomonas  korensis  Ps  9–14  и  три  штамма  Pseudomonas  korensis  Ps  9–14  и  три  штамма  domonas  plecoglossicida  NBRC  103162  со  100%  
бутстреп-поддержкой  (рис.  1).  Этот

Семь  из  этих  выделенных  штаммов  были  идентифицированы  как  бактерии  и  отнесены  к  роду  Pseudo-  
Pseudomonas  (рис.  1).  Остальные  18  штаммов  были  идентифицированы  как  грибы  рода  repremonas  ( рис.  1).  Остальные  18  штаммов  были  идентифицированы  как  грибы,  представляющие  семь  родов:  Aspergillus  (2),  
Circinella  (1),  Fusarium  (6),  Galactomyces  (1),  Mucor  (2),

космспора  (1),  Penicillum  (4)  и  Purpureocillium  (1).

Штаммы  Pseudomonas  plecoglossicida  NBRC  103162  со  100%  бутстреп-поддержкой  (рис.  1).  группировка  
сократила  классификацию  семи  бактериальных  штаммов  на  четыре  разных  вида,

3.  Результаты

семь  родов:  Aspergillus  (2),  Circinella  (1),  Fusarium  (6),  Galactomyces  (1),  Mucor  (2),  Neu-  Neucosmospora  (1),  
Penicillum  (4)  и  Purpureocillium  (1).

3.1.  Первоначальный  скрининг  PSM  и  ZnSM  из  разных  сред

наборы  данных.  Для  ненормально  распределенных  данных  были  рассчитаны  коэффициенты  корреляции  
Спирмена.

Эта  группировка  сократила  классификацию  семи  бактериальных  штаммов  на  четыре  различных,  предоставив  
общий  обзор  их  взаимоотношений  с  соответствующей  средой.виды,  предоставляя  общий  обзор  их  взаимоотношений  с  окружающей  средой  (рис.  2).  В  частности,  
Pseudomonas  korensis  Ps  9–14  была  идентифицирована  в  различных  культивируемых  растениях.(рис.  2).  В  частности,  Pseudomonas  korensis  Ps  9–14  была  идентифицирована  в  разных  культурах ,  а  
Pseudomonas  plecoglossicida  NBRC  103162  была  выделена  из  обеих  культивируемых  почв.

nas  nitroreducens  IAM  1439  оказались  специфичными  для  окружающей  среды:  первый  -  в  почвах,  а  второй  
-  в  почвенных  добавках.тивированные  почвы  и  последние  в  почвенных  улучшителях.

Pseudomonas  plecoglossicida  NBRC  103162  был  выделен  как  из  культурных  почв ,  так  и  из  почвенных  
улучшителей.  Напротив,  Pseudomonas  entomophila  L48  и  Pseudomonas  нивированные  почвы  и  почвенные  удобрения.  Напротив,  Pseudomonas  entomophila  L48  и  Pseudomotroreducens  IAM  1439  оказались  
специфичными  для  окружающей  среды,  причем  первый  из  них  был  обнаружен  в  культивируемых  растениях.

3.1.  Первоначальный  скрининг  PSM  и  ZnSM  из  разных  сред

3.  Результаты

Прил.  Микробиол.  2024,  4 1046

Прил.  Микробиол.  2024,  4,  НА  ЭКСПЕРТИЗУ 5

Всего  было  выделено  25  микробов,  обладающих  способностью  растворять  либо  P-,  либо  Zn.  Всего  было  выделено  25  микробов,  проявляющих  способность  солюбилизировать  P-  или  Zn.  
итность.  Семь  из  этих  выделенных  штаммов  были  идентифицированы  как  бактерии  и  отнесены  к  классу

другие  фосфор  или  цинк  на  основе  последовательностей  генов  16S  рРНК  или  ITS.  Числа  в  узлах  реп-  фосфора  или  цинка  основаны  на  последовательностях  гена  16S  рРНК  или  ITS.  Числа  в  узлах  обозначают

Рисунок  1.  Филогенетическое  дерево  соединения  соседей  из  25  изолированных  штаммов  со  способностью  растворять  ei-  Рисунок  1.  Филогенетическое  дерево  соединения  соседей  из  25  изолированных  штаммов  со  способностью  растворять

возмущаются  уровнями  поддержки  начальной  загрузки  на  основе  данных  100  повторов.уровни  поддержки  начальной  загрузки  на  основе  данных  100  повторов.
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Rubicola  были  обнаружены  только  в  культурных  почвах,  тогда  как  Penicillum  chalabudae  -  только
выявлены  в  неокультуренных  почвах.  Напротив,  Mucor  circinelloides,  Fusarium  circinatum  и
Penicillum  hordei  выделяли  как  из  почвенных  удобрений,  так  и  из  окультуренных  почв.

(36%),  в  отличие  от  бобовых  севооборотов,  таких  как  ПКС  (21%).

Рисунок  2.  Диаграмма  Сэнки,  показывающая  грибковые  и  бактериальные  изоляты  в  зависимости  от  их  среды.

с  соответствующей  средой  (рис.  2).  В  частности,  Aspergillus  awamori,  Purpureocillium.

1047

Кроме  того,  три  штамма  Penicillum  hordei  также  образовали  кладу  со  сходством  56%.

circinelloides  со  100%  бутстреп-поддержкой  (рис.  1).  Аналогичные  значения  начальной  загрузки  были

Диаметр  линий  пропорционален  количеству  уникальных  или  общих  штаммов,  выделенных  из  каждой  из  шести  

различных  сред:  WBS:  почва  пшеницы-ячменя,  PCS:  почва  фасоли  пинто-вигны,  WSA:

Рисунок  2.  Диаграмма  Сэнки,  показывающая  грибковые  и  бактериальные  изоляты  в  зависимости  от  их  среды.

червячная  добавка  к  почве,  CSS:  кукурузно-сорговая  почва,  CSA:  компостная  добавка  к  почве  и  FS:  лесная  почва.

Среди  15  видов  бактерий  и  грибов  6  продемонстрировали  способность  растворять

два  из  них  образуют  терминальный  субклад  со  100%  бутстреп-поддержкой.  В  целом,
18  штаммов  грибов  были  разделены  на  11  различных  видов,  отражающих  их  ассоциации.

несколько  нерастворимых  источников  P  и/или  Zn.  В  частности,  Pseudomonas  plecoglossicida  NBRC  103162.
растворяли  все  три  нерастворимых  источника  фосфора,  тогда  как  Fusarium  circinatum  и  Fusarium  longifun-

удобрение  для  литейной  почвы,  CSS:  кукурузно-сорговая  почва,  CSA:  удобрение  для  компостной  почвы  и  FS:  лесная  почва.

окультуренные  почвы.

Данное  исследование  проливает  свет  на  распространенность  ПСМ  и  ZnSM  в  различных  средах,  указывая  

на  их  более  высокую  распространенность  в  окультуренных  почвах  (56%)  и  почвенных  улучшителях  (40%)  по  

сравнению  с  необрабатываемыми  почвами  (4%).  Среди  окультуренных  почв  наибольшая  заболеваемость  ПСМ  

и  ZnSM  наблюдалась  в  почвах  зерновых  севооборотов,  таких  как  WBS  (43%)
и  CSS  (36%),  в  отличие  от  бобовых  севооборотов,  таких  как  PCS  (21%).

Среди  15  видов  бактерий  и  грибов  6  продемонстрировали  способность  солюбилизировать  mltl  nslbl  P  ndr  
Zn  srcs.  Ntbl  Psdmns  lclsscd  NBRC  103162

chalabudae  обнаружен  только  в  невозделываемых  почвах.  Напротив,  Mucor  circinelloides  по  сравнению  с  невозделываемыми  почвами  (4%).  Среди  окультуренных  почв  самая  высокая  заболеваемость  ПСМ
Fusarium  circinatum  и  Penicillum  hordei  были  изолированы  как  из  почвенных  поправок,  так  и  ZnSM  наблюдались  в  почвах  с  зерновыми  севооборотами,  такими  как  WBS  (43%)  и  CSS.

и  Neocosmospora  Rubicola  были  выявлены  исключительно  в  окультуренных  почвах,  тогда  как  Penicillum  указывает  на  их  более  высокую  встречаемость  в  окультуренных  почвах  (56%)  и  почвенных  добавках  (40%).

В  ходе  филогенетического  анализа  также  были  кластеризованы  два  штамма  Aspergillus  awamori  и  два  
штамма  Mu-cor  circinelloides  со  100%  бутстреп-поддержкой  (рис.  1).  Аналогичные  значения  бутстрепа  наблюдались  
для  двух  штаммов  Fusarium  circinatum  и  для  трех  штаммов  Fusarium  long-gifundum.  Более  того,  три  штамма  

Penicillum  hordei  также  образовали  кладу  со  сходством  56%,  причем  два  из  них  образовали  терминальный  

субклад  со  100%  бутстреп-поддержкой.  В  целом,  18  штаммов  грибов  были  разделены  на  11  различных  видов,  

что  отражает  их  связь  с  соответствующей  средой  обитания  (рис.  2).  Примечательно,  что  Aspergillus  awamori,  

Pur-pureocillium  lilacinum  и  Circinella  chinensis  были  выделены  исключительно  из  почвенных  поправок.  
Аналогично  Fusarium  longifundum,  Fusarium  fujikuroi,  Galactomyces  pseudocandidus,
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lilacinum  и  Circinella  chinensis  были  выделены  исключительно  из  почвенных  удобрений.  Сходным  образом,

наблюдалось  для  двух  штаммов  Fusarium  circinatum  и  для  трех  штаммов  Fusarium  longifundum.

Филогенетический  анализ  также  выявил  два  штамма  Aspergillus  awamori  и  два  штамма  Mucor.

Это  исследование  проливает  свет  на  распространенность  PSM  и  ZnSM  в  различных  средах.

Fusarium  longifundum,  Fusarium  fujikuroi,  Galactomyces  pseudocandidus  и  Neocosmospora.

Диаметр  линий  пропорционален  количеству  уникальных  или  общих  штаммов,  выделенных  из  каждого.
из  шести  различных  сред:  WBS:  пшенично-ячменная  почва,  PCS:  почва  пинто-вигны,  WSA:  червь
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пропорционально  количеству  уникальных  или  общих  изолированных  штаммов  среди  шести  нерастворимых  источников:  пропорционально  количеству  уникальных  или  общих  изолированных  штаммов  среди  шести  нерастворимых  источников:

карбонат  и  ZnP:  фосфат  Zn.

на  основе  их  способности  растворять  P-  или  Zn  во  время  первоначального  скрининга.  Диаметр  линий  зависит  от  их  способности  растворять  P  или  Zn  во  время  первоначального  скрининга.  Диаметр  линий  составляет

Рисунок  3.  Диаграмма  графика  Сэнки,  иллюстрирующая  количество  грибковых  и  бактериальных  изолятов  в  каждом  узле.  Рисунок  3.  Диаграмма  графика  Сэнки,  иллюстрирующая  количество  грибковых  и  бактериальных  изолятов  в  каждом  узле.

CaP:  фитат  кальция,  β-TCP:  β-трикальцийфосфат,  RP:  каменный  фосфат,  ZO:  оксид  Zn,  ZnC:  Zn  CaP:  фитат  кальция,  β-TCP:  β-трикальцийфосфат,  RP:  каменный  фосфат,  ZO:  оксид  Zn ,  ZnC:  Zn
карбонат  и  ZnP:  фосфат  Zn.

эффективность  (рис.  4).  Penicillum  hordei  показал  высокую  эффективность  в  солюбилизации  РП,  тогда  как

awamori  и  Penicillum  hordei  солюбилизировали  все  три  протестированных  нерастворимых  источника  фосфора  с  различной

Aspergillus  awamori,  Mucor  circinelloides  и  Penicillum  hordei  продемонстрировали  способность

растворить  все  протестированные  нерастворимые  источники  P  и  Zn  в  НБРИП  и  модифицированной  Пиковской

солюбилизировать  нерастворимые  источники  P  и  Zn.  Следовательно,  эти  штаммы  прошли  второй  скрининг  
для  оценки  их  способности  солюбилизировать  P  и  Zn  с  использованием  всех  нерастворимых  P  и  Zn.

dum  среди  штаммов  грибов  солюбилизировал  два  или  три  нерастворимых  источника  цинка  (рис.  3).

Шесть  штаммов,  демонстрирующих  солюбилизацию  нескольких  нерастворимых  источников  P  и/или  Zn.
при  первоначальном  скрининге  (рис.  3)  прошли  дальнейшую  оценку  для  оценки  своих  возможностей

СМИ.  Планшетный  анализ  показал,  что  Pseudomonas  plecoglossicida  NBRC  103162,  Aspergillus

два  других  протестировали  нерастворимые  источники  фосфора.

Источники  цинка.

3.2.  Скрининг  PSM  и  ZnSM  с  несколькими  недоступными  источниками  P  и  Zn

1048Прил.  Микробиол.  2024  г.,  4-  планшетный  анализ  показал,  что  Pseudomonas  plecoglossicida  NBRC  103162,  Aspergillus  awamori  и  

Penicillum  hordei  растворяют  все  три  протестированных  нерастворимых  источника  фосфора  с  различной  

эффективностью  (рис.  4).  Penicillum  hordei  показал  высокую  эффективность  в  солюбилизации  РП,  тогда  как  

Pseudomonas  plecoglossicida  NBRC  превзошла  минерализацию  CaP.  Оба  штамма,  наряду  с  Aspergillus  awamori,  

демонстрировали  сходную  солюбилизацию  β-TCP.  Примечательно,  что  Fusarium  longifundum  может  быть  

многообещающим  изолятом  для  солюбилизации  RP,  хотя  он  не  способен  растворять  два  других  протестированных  
нерастворимых  источника  фосфора.

Шесть  штаммов,  демонстрировавших  солюбилизацию  нескольких  нерастворимых  источников  P  и/или  Zn  

при  первоначальном  скрининге  (рис.  3),  подверглись  дальнейшей  оценке  для  оценки  их  способности  

солюбилизировать  все  протестированные  нерастворимые  источники  P  и  Zn  в  NBRIP  и  модифицированной  среде  Пиковской.

Pseudomonas  plecoglossicida  NBRC  превосходно  показала  минерализацию  CaP.  Оба  штамма  вместе  с
Aspergillus  awamori  демонстрировал  аналогичную  солюбилизацию  β-TCP.  В  частности,  Fusarium  longifundum.
может  быть  многообещающим  изолятом  для  солюбилизации  RP,  даже  несмотря  на  то,  что  он  не  способен  солюбилизировать

Machine Translated by Google



согласно  тесту  ANOVA,  за  которым  следует  тест  Тьюки  HSD.  Данные  для  РП  были  нормализованы  по  квадратам.

преобразования  соответственно  перед  анализом  ANOVA.

корневое  преобразование.

Это  потенциально,  что  указывает  на  его  способность  солюбилизировать  различные  нерастворимые  источники  фосфора.

3.3.  Скрининг  PSM  и  ZnSM  в  жидком  бульоне  и  изменениях  pH

Это  потенциально,  что  указывает  на  его  способность  солюбилизировать  различные  нерастворимые  источники  фосфора.

hordei  и  Mucor  circinelloides  растворяли  все  три  исследованных  нерастворимых  источника  цинка  (рис.  5).  hordei  и  Mucor  circinelloides  растворяли  все  три  исследованных  нерастворимых  источника  цинка  (рис.  5).  hordei  и  Mucor  
circinelloides  растворяли  все  три  исследованных  нерастворимых  источника  цинка  (рис.  5).

В  таблице  Pseudomonas  plecoglossicida  NBRC  103162  также  продемонстрировала  солюбилизацию  ZnP,  например,  Pseudomonas  plecoglossicida  NBRC  103162  также  продемонстрировала  солюбилизацию  ZnP.  Pseudomonas  
plecoglossicida  NBRC  103162  также  продемонстрировала  потенциал  солюбилизации  ZnP,

Penicillum  hordei  и  Mucor  circinelloides  продемонстрировали  высокую  эффективность  по  ZnP,  тогда  как  As-Penicillum  hordei  и  Mucor  circinelloides  продемонстрировали  высокую  эффективность  по  ZnP,  тогда  как  As  -  
Penicillum  hordei  и  Mucor  circinelloides  продемонстрировали  высокую  эффективность  по  ZnP,  а  Aspergillus  awamori  и  Penicillum  hordei  были  эффективны  по  ZnP.  ZnC  и  ZnO  соответственно.  No-  pergillus  awamori  и  Penicillum  hordei  были  эффективны  в  отношении  ZnC  и  ZnO  соответственно.  No-  pergillus  awamori  и  Penicillum  hordei  были  
эффективны  в  отношении  ZnC  и  ZnO  соответственно.  Примечательно,

Результаты  анализа  на  растворение  Zn  показали,  что  Aspergillus  awamori,  Penicillum  Результаты  анализа  на  растворение  Zn  показали,  что  Aspergillus  awamori,  Penicillum  Результаты  анализа  на  растворение  Zn  
показали,  что  Aspergillus  awamori,  Penicillum

3.3.  Скрининг  PSM  и  ZnSM  в  жидком  бульоне  и  изменениях  pH

Шесть  выбранных  изолятов  прошли  количественный  тест  на  все  нерастворимые  источники  Р,  повторно  Шесть  выбранных  изолятов  прошли  количественный  тест  на  все  нерастворимые  источники  Р,  повторно  Шесть  выбранных  изолятов  прошли  количественный  тест  на  все  нерастворимые  источники  Р,  выявив  
различные  Эффективность  солюбилизации  P  зависит  от  обоих  нерастворимых  источников  P,  что  свидетельствует  о  различной  эффективности  солюбилизации  P  в  зависимости  от  обоих  нерастворимых  источников  P.  Различная  эффективность  солюбилизации  P  зависит  как  от  нерастворимых  источников  P,  так  и  от  нерастворимых  источников  P.
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результаты  представляют  собой  среднее  значение  трех  повторов,  а  столбцы  ошибок  представляют  собой  стандартные  ошибки.

(а)  β-TCP:  β-трикальцийфосфат,  (b)  CaP:  фитат  кальция  и  (c)  RP:  каменный  фосфат.
Рисунок  4.  Эффективность  растворения  P  6  выбранных  штаммов  в  твердой  среде  NBRIP,  содержащей

(п  =  3).  Различные  строчные  буквы  над  столбцами  обозначают  значительную  разницу  (p  <0,05).

разные  строчные  буквы  над  столбцами  обозначают  достоверную  разницу  (р  <  0,05),  согласно  разным  строчным  буквам  над  столбцами  означают  достоверную  разницу  (р  <  0,05),  согласно  строчным  буквам  над  столбцами  означают  достоверную  разницу  
(р  <  0,05),  согласно  дисперсионный  анализ

содержащий  (a)  ZnC:  карбонат  Zn,  (b)  ZnO:  оксид  Zn  и  (c)  ZnP:  фосфат  Zn.  Результаты  представлены  следующим  образом:  (a)  ZnC:  карбонат  Zn,  (b)  ZnO:  оксид  Zn  и  (c)  ZnP:  фосфат  Zn.  Результаты  представляют  собой  следующее :  (a)  ZnC:  карбонат  Zn,  (b)  ZnO:  оксид  Zn  и  (c)  ZnP:  фосфат  Zn.  Результаты  представляют

тест  ANOVA,  за  которым  следует  тест  Тьюки  HSD.  Данные  для  ZnC  и  ZnP  нормализовали  по  квадрату  с  помощью  теста  ANOVA  с  последующим  тестом  Тьюки  HSD.  Данные  для  ZnC  и  ZnP  нормализовали  квадратичным  тестом  с  последующим  тестом  Тьюки  
HSD.  Данные  для  ZnC  и  ZnP  нормализовали  по  квадратному  корню  и  логарифму.

Рисунок  5.  Эффективность  растворения  Zn  6  выбранных  штаммов  в  твердой  модифицированной  Пиковской.  Среда  Рисунок  5.  Эффективность  растворения  Zn  6  выбранных  штаммов  в  твердой  модифицированной  Пиковской.  Среда  Рисунок  5.  Эффективность  растворения  Zn  6  выбранных  штаммов  в  твердой  модифицированной  Пиковской.  Середина

отправил  среднее  значение  трех  повторов  со  столбиками  ошибок,  представляющими  стандартные  ошибки  (n  =  3).  Было  отправлено  среднее  значение  трех  повторов  со  столбиками  ошибок,  представляющими  стандартные  ошибки  (n  =  3).  Среднее  
значение  трех  повторов  со  столбиками  ошибок,  представляющими  стандартные  ошибки  (n  =  3).  разные

формирование.

Рисунок  4.  Эффективность  растворения  P  6  выбранных  штаммов  в  твердой  среде  NBRIP,  содержащей  (a)  β-  Рисунок  4.  Эффективность  растворения  P  6  выбранных  штаммов  в  твердой  среде  NBRIP,  содержащей  (a)  β-TCP:  β-
трикальцийфосфат ,  (b)  CaP:  фитат  кальция  и  (c)  RP:  фосфат.  Результаты:  Rep-TCP:  β-трикальцийфосфат,  (b)  CaP:  фитат  кальция  и  (c)  RP:  каменный  фосфат.  Результаты  представляют  собой  среднее  значение  трех  повторов,  а  столбцы  
ошибок  представляют  собой  стандартные  ошибки  (n  =  3).  Возвращают  среднее  значение  трех  повторов  со  столбиками  ошибок,  представляющими  стандартные  ошибки  (n  =  3).  Различные  строчные  буквы  над  столбцами  
обозначают  значительную  разницу  (p  <0,05),  а  разные  строчные  буквы  над  столбцами  обозначают  значительную  разницу  (p  <0,05)  согласно  тесту  ANOVA,  за  которым  следует  тест  Тьюки  HSD.  Данные  для  RP  были  нормализованы  с  
помощью  квадратного  корня  транс-критерия  ANOVA  с  последующим  тестом  Тьюки  HSD.  Данные  для  RP  были  нормализованы  преобразованием  квадратного  корня.

корневые  и  логарифмические  преобразования  соответственно  перед  анализом  ANOVA.корневые  и  логарифмические  преобразования  соответственно  перед  анализом  ANOVA.
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что  указывает  на  его  способность  растворять  различные  нерастворимые  источники  фосфора.

3.3.  Скрининг  PSM  и  ZnSM  в  жидком  бульоне  и  изменениях  pH

привитый  штамм.  Aspergillus  awamori,  Fusarium  circinatum,  Fusarium  longifundum  и
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семь  дней  инкубации.  Результаты  представляют  собой  среднее  значение  трех  повторов  с  погрешностью  в  
семь  дней  инкубации.  Результаты  представляют  собой  среднее  значение  трех  повторов  с  полосами  погрешностей.представляющие  стандартные  ошибки  (n  =  3).  Различные  строчные  буквы  над  столбцами  обозначают  
стандартные  ошибки  (n  =  3).  Различные  строчные  буквы  над  столбцами  обозначают

( a)  β-TCP:  β-трикальцийфосфат,  (b)  CaP:  фитат  кальция  и  (c)  RP:  фосфат  камня  после  (a)  β-TCP:  β-трикальцийфосфат,  
(b)  CaP:  фитат  кальция,  и  (c)  RP:  фосфорит  после

Рисунок  6.  Концентрация  солюбилизированного  P  для  шести  выбранных  штаммов  и  контроля  в  бульоне  
NBRIP,  содержащем

значительная  разница  (p  <0,05)  согласно  тесту  ANOVA  с  последующим  тестом  Тьюки  HSD.

достоверная  разница  (p  <  0,05)  по  данным  теста  ANOVA  с  последующим  тестом  Тьюки  HSD.

Таблица  2.  Среднее  значение  pH  бульона  NBRIP  после  семи  дней  инкубации  с  каждым  из  шести  выбранных  штаммов.

по  сравнению  с  контролем,  что  подтверждает  их  ограниченную  способность  растворять  различные  нерастворимые

5,09  ±  0,01

5,78  ±  0,04

рН
Штаммы

7,53  ±  0,16

5,11  ±  0,05

значительная  разница  (p  <0,05)  согласно  тесту  ANOVA  с  последующим  тестом  Тьюки  HSD.

рН

5,51  ±  0,08  
6,27  ±  0,09  бб  6,37  ±  0,01

3,69  ±  0,13  б

6,27  ±  0,09

6,75  ±  0,07

4,65  ±  0,12

103162  

Управление

значительная  разница  (p  <0,05)  согласно  тесту  ANOVA  с  последующим  тестом  Тьюки  HSD.

д  5,14  ±  0,02

4,52  ±  0,16

6,77  ±  0,14

β-TCP

д  5,83  ±  0,02

5,84  ±  0,03  4,52  ±  0,16  д

Кепка РП

6).  Примечательно,  что  Mucor  circinelloides  продемонстрировал  самую  высокую  концентрацию  солюбилизированного  P  в  бульонах  NBRIP,  содержащих  β-TCP,  CaP  и  RP,  по  сравнению  с  контролем  (рис.  6).  Примечательно,
Бульоны  NBRIP,  содержащие  β-TCP,  CaP  и  RP,  по  сравнению  с  контролем,  при  этом  log2-кратная  концентрация  Mucor  circinelloides  демонстрировала  самую  высокую  концентрацию  солюбилизированного  P  для  бульонов  NBRIP.

рН  5,11  ±  0,05  с

подкисление.  Корреляционный  анализ  дополнительно  подтвердил  эту  взаимосвязь  между  pH  и  подкислением  
среды.  Корреляционный  анализ  еще  раз  подтвердил  эту  связь  между

изменения  составили  3,7,  1,8  и  8,9  соответственно.  Напротив,  Penicllum  hordei  и  Pseudomonas ,  содержащие  β-TCP,  CaP  и  RP,  по  сравнению  с  контролем,  с  log2-кратными  изменениями  в  3,7,  1,8,

д  
3,69  ±  0,13  е

сморщивание  бульонов  и  увеличение  солюбилизации  P.  Отрицательными  корреляциями  были  снижение  рН  в  
бульонах  и  увеличение  солюбилизации  фосфора.  Отрицательные  корреляции  были

plecoglossicida  NBRC  103162  может  солюбилизировать  только  один  нерастворимый  источник  P  каждый  (т.е.  CaP  и  8,9  соответственно).  Напротив,  Penicllum  hordei  и  Pseudomonas  plecoglossicida  NBRC

служил  для  бульонов  NBRIP,  содержащих  β-TCP  (r  =  -0,71;  p  <  0,001)  и  RP  (r  =  -0,94;  p  <  наблюдается  для  бульонов  
NBRIP,  содержащих  β-TCP  (r  =  -0,71;  p  <  0,001)  и  RP  (r  =  �0,94;

Aspergillus  awamori  d  Aspergillus  
awamori  5,30  ±  0,07  Fusarium  circinatum  5,50  ±  0,02  c  Fusarium  

circinatum  5,50  ±  0,02  Fusarium  longifundum  5,25  ±  0,02  d  Fusarium  longifundum  5,25  ±  0,02  Mucor  circinelloides  4,87  ±  0,03  e  Mucor  circinelloides  4,87  
±  0,03  Penicillum  hordei  6,37  ±  0,01  б  5,88  ±  0,08  б  б  Penicillum  hordei  

5,88  ±  0,08  Pseudomonas  plecoglossicida  NBRC

β-TCP  

pH  
5,30  ±  0,07  д.

0,0001)  по  непараметрическому  корреляционному  тесту  Спирмена.  Однако  несиг-  р  <  0,0001)  согласно  
непараметрическому  корреляционному  тесту  Спирмена.  Однако  незначимая  корреляция  (r  =  -0,38;  p  >  0,05)  

наблюдалась  для  CaP  по  Пирсону.  Коррелятивная  корреляция  (r  =  -0,38;  p  >  0,05)  наблюдалась  для  CaP  по  
Пирсону.

Кепка

латационный  тест.

использовать  различные  нерастворимые  источники  фосфора.

РП
Штаммы

Наблюдаемая  солюбилизация  P  совпала  со  сдвигом  pH  в  кислую  область  после

Прил.  Микробиол.  

2024,  4  и  привитый  штамм.  Aspergillus  awamori,  Fusarium  circinatum,  Fusarium  longifundum,

семь  дней  инкубации  (табл.  2).  Mucor  circinelloides  индуцировал  наиболее  значительный  pH  в  течение  семи  
дней  инкубации  (таблица  2).  Mucor  circinelloides  индуцировал  наиболее  значительный  pH.

рН  
6,01  ±  0,03  в

6,01  ±  0,03  5,84  ±  0,03  д  4,65  ±  0,12  д

5,78  ±  0,04  д.

и  Mucor  circinelloides  продемонстрировали  значительную  способность  к  солюбилизации  и  минерализации  в  

бульонах  NBRIP,  содержащих  β-TCP,  CaP  и  RP,  по  сравнению  с  контролем  (рисунок  Mucor  circinelloides  продемонстрировал  значительную  способность  к  солюбилизации  и  минерализации).

5,51  ±  0,08  е

рН

изменения  соответственно).  Этот  штамм  демонстрировал  самое  низкое  значение  pH  и  высокие  концентрации  
соответственно).  Этот  штамм  продемонстрировал  самое  низкое  значение  pH  наряду  с  высокими  концентрациями  растворимого  фосфора,  что  может  указывать  на  продукцию  органических  кислот  и  последующую  концентрацию  
растворимого  фосфора  в  среде,  что  может  указывать  на  продукцию  органических  кислот  и  последующее

Источники  П.

корреляционный  тест.

и  β-TCP  соответственно)  по  сравнению  с  контролем,  подтверждая,  что  их  ограниченная  способность  растворять  sol-  103162  может  солюбилизировать  только  один  нерастворимый  источник  P  каждый  (т.е.  CaP  и  β-TCP  соответственно).
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Таблица  2.  Среднее  значение  pH  бульона  NBRIP  после  семи  дней  инкубации  с  каждым  из  шести  выбранных  штаммов.
Данные  представляют  собой  среднее  значение  ±  стандарт  ошибки  (n  =  3).  Различные  буквы  в  одних  и  тех  же  столбцах  

обозначают  знак.  Данные  представляют  собой  среднее  значение  ±  стандарт  ошибки  (n  =  3).  Разные  буквы  в  одном  столбце  обозначают

снижение  β-TCP,  CaP  и  RP  по  сравнению  с  контролем  (-0,5,  -0,3  и  -1,0  log2-кратное  
снижение  β-TCP,  CaP  и  RP  по  сравнению  с  контролем  (-0,5,  -0,3  и  -  1,0  log2-кратный

с

с
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е

с
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Бульон  Пиковской,  содержащий  (а)  ZnC:  карбонат  Zn,  (б)  ZnO:  оксид  Zn  и  (в)  ZnP:  фосфат  Zn.

ZnC  (r  =  -0,65;  p  =  0,01),  ZnO  (r  =  -0,60;  p  <  0,01)  и  ZnP  (r  =  -0,93;  p  <  0,0001)  согласно

изменения  соответственно).  Аналогичным  образом,  Aspergillus  awamori  продемонстрировал  
наибольшее  снижение  pH,  значительное  снижение  pH  для  ZnO  и  ZnP  по  сравнению  с  контролем  (-0,1  и  -0,7  log2  раза) .

самая  высокая  концентрация  растворимого  Zn  наряду  с  самым  низким  значением  pH,  что  можно  
предположить  по  сравнению  с  контрольной  обработкой  ( изменение  в  -0,1  log2  раза).  Эти  штаммы  представили

шесть  отобранных  штаммов.  Данные  представляют  собой  среднее  значение  ±  стандарт  ошибки  (n  =  3).  Разные  буквы  в  одном  и  том  же

Результаты  представляют  собой  среднее  значение  трех  повторов,  а  столбцы  ошибок  представляют  собой  стандартные  ошибки.
согласно  тесту  ANOVA,  за  которым  следует  тест  Тьюки  HSD.  Данные  для  ZnO  были  нормализованы  с  помощью  
логарифмических  преобразований  перед  анализом  ANOVA.

Таблица  3.  Среднее  значение  pH  модифицированного  бульона  Пиковской  после  семидневной  инкубации  с  каждым  из  шести  выбранных  

штаммов.  Данные  представляют  собой  среднее  значение  ±  стандарт  ошибки  (n  =  3).  Разные  буквы  в  одних  и  тех  же  столбцах  

обозначают  значительную  разницу  (p  <0,05)  согласно  тесту  ANOVA  с  последующим  тестом  Тьюки  HSD.

Результаты  представляют  собой  среднее  значение  трех  повторов,  а  столбцы  ошибок  представляют  собой  стандартные  
ошибки  (n  =  3).  Различные  строчные  буквы  над  столбцами  обозначают  значительную  разницу  (p  <0,05).

Рисунок  7.  Концентрация  растворенного  Zn  для  шести  выбранных  штаммов  и  контроля  в  модифицированном  бульоне  
Пиковской,  содержащем  (a)  ZnC:  карбонат  Zn,  (b)  ZnO:  оксид  Zn  и  (c)  ZnP:  фосфат  Zn.

plecoglossicida  NBRC  103162  не  смогли  растворить  больше  Zn,  чем  контроль.

к  непараметрическому  корреляционному  тесту  Спирмена.

Таблица  3.  Среднее  значение  pH  модифицированного  бульона  Пиковской  после  семи  дней  инкубации  с  каждым  из

Рисунок  7.  Концентрация  растворенного  Zn  для  шести  выбранных  штаммов  и  контроля  в  модифицированном

(п  =  3).  Различные  строчные  буквы  над  столбцами  обозначают  значительную  разницу  (p  <0,05).
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рН

ZnC  ZnO
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5,11  ±  0,06  д.Аспергилл  авамори
Фузариум  кольцевидный 4,71  ±  0,11  5,00  

±  0,06  4,40  ±  

0,01  б

5,96  ±  0,09  
6,74  ±  0,06  
6,94  ±  0,09

ЗнП

Фузариоз  лонгифундум

б  6,99  ±  0,08  
7,26  ±  0,05

Мукор  циркулеллоидес

Штаммы

б  7,06  ±  0,03  б  
7,01  ±  0,09  г  6,68  ±  
0,06  бк  6,89  ±  0,09

7,16  ±  0,14  
7,18  ±  0,04  
7,18  ±  0,05  
7,26  ±  0,04  
7,22  ±  0,06  
7,29  ±  0,05

рН

б  6,77  ±  0,02

Пенициллум  Хордей

Pseudomonas  plecoglossicida  NBRC  103162

рН

Контроль

кд  6,73  ±  0,07

продемонстрировал  самую  высокую  солюбилизацию  ZnC  и  ZnO  по  сравнению  с  контролем,  продемонстрировав  
самую  высокую  солюбилизацию  ZnC  и  ZnO  по  сравнению  с  контролем,  продемонстрировав  2,1.

6,73  ±  0,07  кд  5,11  ±  0,06  кд

6,77  ±  0,14  а

наибольшая  способность  солюбилизировать  Zn  в  бульонах,  содержащих  ZnO  и  ZnP,  по  сравнению  с  контролем,  
способность  солюбилизировать  Zn  в  бульонах,  содержащих  ZnO  и  ZnP,  по  сравнению  с  контролем,  при

Аспергилл  авамори

производство  органических  кислот  и  последующее  подкисление  сред.  Корреляционный  анализ  выявил  самую  
высокую  концентрацию  растворимого  Zn  наряду  с  самым  низким  значением  pH,  что  может  указывать  на

monas  plecoglossicida  NBRC  103162  не  смогли  растворить  больше  цинка,  чем  контроль.

7,53  ±  0,16  а

растворимого  Zn,  демонстрируя  отрицательные  корреляции  для  модифицированных  бульонов  Пиковской,  
подтверждает  обратную  зависимость  между  снижением  рН  бульонов  и  количеством

ZnO  
штаммы  HSD-теста.

Контроль

источники,  Aspergillus  awamori,  Fusarium  circinatum  и  Fusarium  longifundum  продемонстрировали  источники,  
продемонстрировали  Aspergillus  awamori,  Fusarium  circinatum  и  Fusarium  longifundum

прибегая  к  непараметрическому  корреляционному  тесту  Спирмена.

Солюбилизация  Zn  сопровождалась  заметным  сдвигом  pH  в  сторону  кислой  области  после  семи  дней  

инкубации  (таблица  3).  Растворение  Zn  сопровождалось  заметным  сдвигом  pH  в  сторону  кислой  среды.

ЗнП

5,83  ±  0,02  д  5,09  ±  0,01  с

рН  рН

Изменение  в  2,1  и  3,0  log2  раза  соответственно.  Между  тем,  Mucor  circinelloides  продемонстрировал  изменение  в  
3,0  log2  раза  соответственно.  Между  тем,  Mucor  circinelloides  представил  высшую  оценку.

6,75  ±  0,07  а

с  log2-кратными  изменениями  в  7,8  и  2,4  соответственно.  Примечательно,  что  Penicllum  hordei  и  Pseudolog2  
-кратные  изменения  составили  7,8  и  2,4  раза  соответственно.  В  частности,  Penicllum  hordei  и  Pseudomonas.

подтвердили  обратную  зависимость  между  снижением  pH  бульонов  и  количеством  продукции  органических  
кислот  и  последующим  подкислением  среды.  Корреляционный  анализ  далее

Pseudomonas  plecoglossicida  NBRC  103162

ZnC  (r  =  -0,65;  p  =  0,01),  ZnO  (r  =  -0,60;  p  <  0,01)  и  ZnP  (r  =  -0,93;  p  <  0,0001)  в  соответствии  с  растворимым  Zn,  
демонстрируя  отрицательные  корреляции  для  модифицированной  Пиковской  бульоны,  содержащие

Среди  шести  штаммов,  оцененных  по  способности  растворять  весь  протестированный  нерастворимый  Zn  
Среди  шести  штаммов,  оцененных  по  способности  солюбилизировать  весь  протестированный  нерастворимый  Zn

Цинк

5,14  ±  0,02  д.

умение  растворять  их  все  (рис.  7).  Среди  этих  штаммов  Aspergillus  awamori

рН  
6,77  ±  0,02  б

значительное  снижение  pH  для  ZnO  и  ZnP  по  сравнению  с  контролем  (диапазон  -0,1  и  -0,7  log2  раза  после  семи  
дней  инкубации  (табл.  3).  Mucor  circinelloides  индуцировал  наиболее

по  сравнению  с  контрольным  лечением  ( изменение  в  -0,1  log2  раза).  Эти  штаммы  представили  изменения  
соответственно).  Аналогичным  образом,  Aspergillus  awamori  продемонстрировал  наибольшее  снижение  pH.

согласно  тесту  ANOVA,  за  которым  следует  тест  Тьюки  HSD.  Данные  для  ZnO  нормировались  по  логарифму.

умение  растворять  их  все  (рис.  7).  Среди  этих  штаммов  Aspergillus  awamori

столбцы  обозначают  значительную  разницу  (p  <0,05)  согласно  тесту  ANOVA  с  последующим  критерием  Тьюки.
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преобразования  перед  анализом  ANOVA.
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Чтобы  установить  эффективный  процесс  выбора  PSM  и  ZnSM,  шесть  видов,  прошедших  
первоначальный  отбор,  были  протестированы  на  всех  нерастворимых  источниках  P  и  Zn  в  различных  
условиях.  Были  обнаружены  различия  между  средами  и  бульонами.  Например,  хотя  Mucor  circinelloides,  

Fusarium  circinatum  и  Fusarium  longifundum  не  имели  ореолов  для  всех  нерастворимых  источников  P  в  
средах,  они  были  способны  солюбилизировать  все  нерастворимые  источники  P  в  бульонах.  Pseudomonas  
plecoglossicida  обнаруживала  ореолы  для  всех  нерастворимых  источников  P  в  средах,  но  только  для  
растворенного  β-TCP  в  бульонах.  Это  согласуется  с  предыдущими  сообщениями  о  том,  что  род  Pseudomonas  
имеет  плохую  растворимость  и  минерализацию  P  [53].

В  бульонах,  содержащих  ПСМ  и  ZnSM,  обнаружена  обратная  зависимость  между  растворимым  P  или  
Zn  и  pH.  Эта  тенденция  была  особенно  очевидна  у  Aspergillus  awamori  и  Mucor  circinelloides,  что  
подчеркивает  потенциальную  роль  продукции  органических  кислот  в  солюбилизации  P  и  Zn,  как  ранее  
сообщалось  другими  авторами  [24,47,49,54].  Несмотря  на  то,  что  грибы  производят  больше  органических  
кислот,  чем  бактерии  [49,53],  тип  и  количество  образующихся  органических  кислот  могут  варьироваться  в  
зависимости  от  времени  и  температуры  инкубации,  а  также  от  нерастворимого  источника  [47,55].  Это  
потенциально  может  объяснить,  почему  в  этом  исследовании  грибы  продемонстрировали  большую  
способность  солюбилизировать  P  и  Zn  по  сравнению  с  бактериями,  а  также  различия  в  способностях  к  
солюбилизации  между  изолятами.  Этот  результат  согласуется  с  другими  исследованиями ,  в  которых  грибы  
продемонстрировали  большую  эффективность  в  растворении  нерастворимых  источников  P,  таких  как  β-
TCP  и  RP  [56]  и  источников  Zn,  включая  ZnO,  ZnP  и  сульфат  Zn  [29],  по  сравнению  с  бактериями.  Для  
Aspergillus  awamori,  Fusarium  circinatum,  Fusarium  longifundum  и  Mucor  circinelloides,  которые  также  
продемонстрировали  способность  минерализовать  нерастворимые  источники  органического  фосфора,  
эта  способность  может  быть  связана  с  такими  ферментами,  как  фосфатазы  и  фитазы  [24,47,53].

Учитывая  разнообразный  химический  состав  почв,  использование  β-ТКФ  в  качестве  универсального  
нерастворимого  источника  фосфора  для  выделения  ПСМ  ненадежно  [24].  Таким  образом,  различные  
нерастворимые  источники  P  (β-TCP,  CaP  и  RP)  или  источники  Zn  (ZnC,  ZnO  и  ZnP)  были  использованы  для  
выделения  25  бактериальных  и  грибковых  штаммов  с  P-  или  Zn-растворимыми  способностями  во  время  
первоначального  скрининга  в  СМИ.  Было  обнаружено ,  что  среди  25  изолированных  микробных  штаммов  
6  штаммов  из  родов  Aspergillus,  Fusarium,  Mucor,  Penicillum  и  Pseudomonas  обладают  способностью  
солюбилизировать  несколько  нерастворимых  источников  P  и/или  Zn  в  средах.  Эти  результаты  согласуются  
с  предыдущими  исследованиями,  в  которых  микробы,  принадлежащие  к  родам  Aspergillus,  Penicillum  и  
Pseudomonas,  были  обнаружены  в  качестве  доминирующих  PSM  и  ZnSM  в  сельскохозяйственных  почвах  [32–34,44,47–52].

4.  Дискуссия

Однако  это  исследование  впервые  продемонстрировало,  что  штаммы  родов  Mucor  и  Fusarium  способны  

растворять  Zn.

Аналогичные  тенденции  наблюдались  и  для  Zn-носителей.  Pseudomonas  plecoglossicida  NBRC  
103162  демонстрировала  ореол  в  среде,  но  не  солюбилизацию  Zn  в  бульонах.  Напротив,  Aspergillus  
awamori  продемонстрировал  самый  высокий  процент  эффективности  растворения  Zn  в  средах,  
содержащих  ZnC,  что  аналогично  его  способности  солюбилизировать  наибольшее  количество  Zn  в  
бульоне  с  тем  же  нерастворимым  источником.  Аналогичные  результаты  были  получены  для  Mucor  
circinelloides  на  средах  и  бульонах,  содержащих  ZnP.  Однако  эта  тенденция  не  наблюдалась  для  сред  и  
бульонов,  содержащих  ZnO.  В  соответствии  с  этими  выводами  другие  исследователи  сообщили  о  плохой  
корреляции  между  средами  и  бульонами  для  PSM  из-за  различий  в  скорости  диффузии  различных  
органических  кислот,  секретируемых  в  средах  [24,47].

Это  исследование  показало,  что  грибы  показали  большую  потенциальную  эффективность  в  
качестве  PSM  и  ZnSM,  чем  бактерии  в  сельскохозяйственных  почвах  в  условиях  севооборота  и  
почвенных  удобрений.  Fusarium  circinatum  и  Fusarium  longifundum  были  выделены  из  обрабатываемых  
почв  в  условиях  севооборота.  Mucor  circinelloides  также  был  идентифицирован  как  в  возделываемых  
почвах,  так  и  в  почвенных  добавках,  а  Aspergillus  awamori  был  обнаружен  в  почвенных  добавках.  Однако  
разнообразные  почвенные  условия  в  невозделываемых  почвах  и  почвенных  добавках  создают  
проблемы  в  определении  того,  как  эти  условия  влияют  на  присутствие  и  эффективность  различных  
видов  микробов.  Аналогичные  результаты  были  продемонстрированы  в  исследованиях,  показывающих,  
что  эффективные  PSM  и  ZnSM  более  распространены  в  системах  севооборота,  чем  в  невозделываемых  средах  из-за
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Хотя  в  некоторых  исследованиях  также  сообщалось  о  способности  родов  Mucor  и  
Fusarium  растворять  P  [47,55,57–60],  информации  об  их  способности  растворять  Zn  нет.
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Таким  образом,  это  исследование  показывает,  что  органические  удобрения  почвы  и  хорошие  
сельскохозяйственные  методы ,  такие  как  севооборот,  могут  способствовать  эффективному  использованию  PSM  
и  ZnSM.  Тем  не  менее,  оценить  взаимосвязь  между  их  распространенностью  и  такими  параметрами,  как  
доступные  уровни  P  и  Zn,  а  также  процентное  содержание  органических  веществ,  оказалось  затруднительно  из-
за  различий  в  этих  параметрах,  поскольку  почвенные  добавки  имели  более  высокие  значения  по  сравнению  с  возделываемыми  почвами.

В  заключение,  принятие  более  эффективного  подхода  к  идентификации  эффективных  PSM  и  ZnSM  
предполагает  изоляцию  штаммов  из  различных  почв  или  методов  управления  почвой,  таких  как  системы  
севооборота  или  удобрения  почвы.  Наши  результаты  показали,  что  некоторые  штаммы  грибов  не  
образовывали  гало-зоны  на  чашках  с  агаром,  но  проявляли  солюбилизацию  в  жидких  средах,  тогда  как  
бактериальные  штаммы  образовывали  гало-зоны,  но  демонстрировали  более  низкую  солюбилизацию  в  
жидких  средах  по  сравнению  со  штаммами  грибов.  Это  подчеркивает,  что  солюбилизация  P  и  Zn  варьируется  
в  зависимости  от  нерастворимых  источников  и  инокулированных  штаммов.  Таким  образом,  хотя  тесты  в  
средах  с  различными  нерастворимыми  источниками  P  и  Zn  в  тандеме  служат  ценным  методом  

предварительного  скрининга  для  сужения  штаммов,  дополнительные  тесты  в  бульонах  целесообразны,  
чтобы  обеспечить  приемлемые  показатели  солюбилизирующей  способности  P  и  Zn,  а  также  выявить  
эффективные  ПСМ  и  ЗнСМ.  Из  25  изолятов  Aspergillus  awamori,  Fusarium  circinatum,  Fusarium  longifundum  и  
Mucor  circinelloides  были  выбраны  как  наиболее  эффективные  штаммы  для  растворения  P  и  Zn.  Это  
исследование  также  показало,  что  штаммы  родов  Mucor  и  Fusarium  способны  растворять  Zn.  Несмотря  на  
их  способность  высвобождать  P  как  из  органических,  так  и  из  неорганических  источников,  а  также  Zn  из  
различных  источников,  учитывая  сложность  почвенных  условий  по  сравнению  с  условиями  in  vitro ,  перед  
рассмотрением  вопроса  о  применении  следует  провести  дальнейшие  исследования  их  взаимодействия .  
Дальнейшие  исследования  также  должны  изучить  совместное  воздействие  этих  PSM  и  ZnSM  из  разных  сред  
с  целью  разработки  композитного  биоудобрения  с  более  качественными  и  многофункциональными  
свойствами.  Это  может  повысить  биодоступность  P  и  Zn  и  повысить  их  эффективность  в  полевых  условиях,  
несмотря  на  сложные  факторы,  такие  как  свойства  почвы,  условия  окружающей  среды  и  конкуренция  с  
местными  почвенными  микроорганизмами.

Настоящее  исследование  также  показало,  что,  хотя  важно  проверять  PSM  и  ZnSM  с  использованием  
различных  нерастворимых  источников  P  и  Zn  в  средах,  качественный  скрининг  должен  дополняться  
количественным  скринингом  в  бульонах  для  выявления  эффективных  PSM  и  ZnSM.  Это  исследование  также  
подчеркивает  потенциал  использования  микробных  консорциумов  для  растворения/минерализации  различных  
нерастворимых  источников  почвы,  что  может  значительно  повысить  урожайность  и  качество  
сельскохозяйственных  культур.  Включение  специфических  грибов,  таких  как  Fusarium  circinatum  и  Fusarium  
longifundum,  а  также  Mucor  circinelloides  и  Aspergillus  awamori,  увеличивает  этот  потенциал.  Эти  результаты  
подчеркивают  важность  разнообразных  видов  микробов  в  улучшении  биофортификации  почвы  и,  следовательно,  
продуктивности  сельского  хозяйства.

Другое  исследование  сравнило  плотность  населения  и  биогеографическое  распределение  PSM  из  40  различных  
мест  по  всему  Китаю  и  показало,  что  PSM  более  распространены  в  сельскохозяйственных  почвах,  чем  в  
пустынях,  лесах,  лугах  и  минированных  почвах  [34].  Аналогичным  образом,  предыдущее  исследование  также  
продемонстрировало,  что  использование  земель  (например,  невозделываемая  почва  и  культивируемые  почвы)  
может  оказывать  выраженное  влияние  на  способность  солюбилизации  штаммов,  даже  принадлежащих  к  одному  
и  тому  же  роду  [20,61,62].  В  этом  исследовании  авторы  сообщили,  что  невозделываемые  почвы  демонстрируют  
более  эффективные  ПСМ  по  сравнению  с  возделываемыми  почвами  из-за  низкой  способности  ПСМ  в  
возделываемых  почвах  в  результате  интенсивных  сельскохозяйственных  методов.  Для  продвижения  
эффективных  УЗП  в  исследовании  рекомендуется  применять  устойчивые  методы  ведения  сельского  хозяйства  и  органические  удобрения.

5.  Выводы

выращивать  корни  растений,  обеспечивая  определенные  питательные  вещества,  которые  способствуют  

дифференциальному  росту  микробов,  что,  в  свою  очередь,  влияет  на  состав  и  плотность  почвенного  микробного  сообщества  [35].
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Заявление  о  доступности  данных:  данные,  подтверждающие  выводы  этого  исследования,  можно  получить  у  
соответствующего  автора  по  обоснованному  запросу.
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