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Bacillus megaterium - это грамположительные палочковидные эндоспорообразующие бактерии. Они 
используется как эффективный модификатор почвы, обладая способностью растворять фосфор.  В свою 
очередь фосфор играет важную роль в нескольких физиологических и биохимических процессах растений, 
таких как фотосинтез, преобразование сахара в крахмал, перенос генетических признаков. Опираясь на со-
временное состояние исследований в области разработки биоудобрений можно утверждать, что биоком-
позиция частью которой будут бактерии Bacillus megaterium приведет к повышению доступности для рас-
тений ряда макроэлементов – основных элементов питания. В данной работе представлены результаты 
проведенных скрининговых исследований созданной нами ранее коллекции бактериальных штаммов Bacillus 
megaterium из музея кафедры микробиологии, вирусологии, эпизоотологии и ВСЭ Ульяновского ГАУ.  Приводить-
ся разработанная схема выделения и идентификации бактерий Bacillus megaterium. Подтверждена видовая 
принадлежность  6 штаммов B. megaterium. Результаты исследований приведены в сравнении с характерны-
ми фенотипическими свойствами исследуемого вида, описанного в «Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology» 
(2015). Для выделения новых штаммов микроорганизмов было отобрано 210 проб почвы. Первичная иден-
тификация позволила  изолировать 58 штаммов бактерий рода  Bacillus, 16 отнесены к Bacillus megaterium. 
Процент контаминации проб почвы бактериями этого вида составил  – 7,6 %. В результате проведенных 
исследований была расширена коллекция бактериальных штаммов изучаемых микроорганизмов, определена 
их таксономическая принадлежность. Полученная коллекция будет являться объектом исследования на по-
следующих этапах работы по разработке биокомпозиции на основе бактерий для повышения коэффициента 
усвоения минеральных компонентов удобрений.

Исследование выполнено при финансовой поддержке РФФИ и Ульяновской области  
в рамках научного проекта № 19-416-730004

Введение 
Микроорганизм Bacillus megaterium 

был открыт и описан [1] в 1884 году. Bacillus 
megaterium - это грамположительные палочко-
видные эндоспорообразующие бактерии. Они 
используются как эффективный модификатор 
почвы, обладают способностью растворять фос-
фор. В свою очередь фосфор играет важную 
роль в нескольких физиологических и биохими-
ческих процессах растений, таких как фотосин-
тез, преобразование сахара в крахмал, перенос 
генетических признаков.

Для достижения высокого урожая в сель-
ском хозяйстве необходимо применять мине-
ральные удобрения, доставляющие питатель-
ные вещества к растениям [2], однако их про-
изводство - дорогостоящий процесс, который 
требует использования невозобновляемых ре-

сурсов, минеральных кислот и приводит к обра-
зованию множества вредных для окружающей 
среды побочных продуктов [3-4]. 

Мобилизирующие микроорганизмы рас-
пространены в почвах повсеместно и могут 
играть важную роль в обеспечении растений 
макроэлементами. 

Так, группа китайских исследователей [5] 
пришла к выводу, что солюбилизирующие бак-
терии превращают нерастворимый калий в по-
чве в форму, доступную для растений. Эта мно-
гообещающая стратегия для улучшения погло-
щения растениями калия позволит уменьшить 
использование химических удобрений. 

Согласно данным иранских ученых [6], 
применение фосфат-солюбилизирующих бакте-
рий в полевых испытаниях позволило увеличить 
урожайность зерен риса, общее количество сте-
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блей и высоту растений. Результаты показали, 
что применение тройного суперфосфата вместе 
с инокулятами фосфат-солюбилизирующих бак-
терий привело к сокращению использования хи-
мических удобрений (около 67%) и повышению 
эффективности их использования . 

Бактерии, обитающие в ризосфере сель-
скохозяйственных культур, могут благотворно 
влиять на их рост. Одним из таких механизмов 
является солюбилизация и реминерализация 
сложных форм фосфора (Р) на основе микро-
организмов. Известно, что бактерии выделяют 
различные фосфатазы в ответ на низкое содер-
жание фосфора [7].

Nosheen A. [8] изучал возможность эффек-
тивного управления питательными вещества-
ми и ферментативной активностью в почве для 
максимального роста и производительности 
сельскохозяйственных культур путем примене-
ния фосфатно-солюбилизирующих бактерий и 
агрохимикатов. 

Эффективность использования почвенных 
фосфатных удобрений в карбонатных почвах со-
ставляет менее 25%. Фосфор из этих удобрений 
фиксируется или осаждается Ca+2 и Mg+2. Эта 
эффективность может быть улучшена за счет ис-
пользования фосфоросолюбилизирующих бак-
терий.

Имеются сведения о проведенном экспе-
рименте по исследованию вклада фосфатных 
солюбилизирующих бактерий Pseudomonas и 
Bacillus вместе с тройным суперфосфатом и ко-
ровьим навозом [9] для питания N, P и K в пше-
нице в течение 90 дней. 

Hien N. T. [10] дал оценку последователь-
ного положительного влияния удобрения, со-
держащего бактерии Bacillus, на урожайность 
зерна и агрономические показатели. 

Saha M. et al [11] исследовали в общей 
сложности пятьдесят штаммов бактерий-солю-
билизаторов калия. Штаммы бактерий Bacillus и 
Pseudomonas показали значительно более высо-
кую К – солюбилизацию 7.22 и 6.03 мкг/мл-1 в 
30⁰C и рН 7,0, соответственно.

Опираясь на современное состояние 
исследований в области разработки биоудо-
брений, можно утверждать, что биокомпози-
ция, частью которой будут бактерии Bacillus 
megaterium, приведет к повышению доступно-
сти для растений таких элементов питания, как 
азот, фосфор и калий. Выделение бациллярных 
штаммов ,обладающих такими свойствами и 
изучение их биологии, проводилось рядом ис-
следователей [12-20]. Однако информации о 

штаммах Bacillus megaterium ,циркулирующих в 
России и Ульяновской области в открытых лите-
ратурных источниках, нами не обнаружено.

В связи с этим цель данной работы – про-
вести скрининговые исследования коллекции 
бактерий Bacillus megaterium, созданной нами 
ранее, и выделить из объектов внешней среды 
новые штаммы микроорганизмов, определив 
их таксономическую принадлежность на осно-
вании изучения тинкториальных, культуральных 
и биохимических свойств и сравнения получен-
ных данных с характерными фенотипическими 
свойствами бактерий вида Bacillus megaterium, 
описанными в «Bergey’s Manual of Systematic 
Bacteriology» (2015).

Материалы и методы исследований	
Штаммы бактерий: в работе были ис-

пользованы:
•	контрольные (референтные) штаммы каж-

дого вида из официальных депозитариев - 2 штам-
ма бактерии вида Bacillus megaterium: 182, И9 

•	полученные из музея кафедры микро-
биологии, вирусологии, эпизоотологии и ВСЭ 
Ульяновского ГАУ - 6 штаммов бактерии вида 
Bacillus megaterium: К8, П2, О1, О5, Т3, Т7.

Культуры бактерий обладали типичными 
для данного вида культуральными, морфологи-
ческими и биохимическими свойствами.

В качестве объектов исследования было 
использовано 210 образцов почвы, полученные 
нами из всех районов Ульяновской области.

Питательные среды и реактивы: Для бак-
териологического исследования использовали 
питательные среды: мясопептонный бульон 
(ФБУН ГНЦ ПМБ, РФ, ГРМ – бульон, ТУ 9398 – 
021 – 78095326 - 2006); мясопептонный агар 
(Агар питательный, ФС 42 – 14 – 33 - 75); среда 
Донована; среда с содержанием липазы; жела-
тиновая среда; картофельный агар; среда Гисса 
с сорбитом (ФБУН ГНЦ ПМБ, РФ); среда Гисса 
с глюкозой (ФБУН ГНЦ ПМБ, РФ); среда Гисса с 
мальтозой (ФБУН ГНЦ ПМБ, РФ), среда Гисса с 
лактозой (ФБУН ГНЦ ПМБ, РФ); среда Симмонса 
(SIMMONS CITRATE AGAR ISO 10273, pronadisa, 
Spain); среда с нитратами; среда с аминокисло-
тами.

Лабораторная посуда и оборудование: 
термостат ТС-80М-2, автоклав ГК-100-3, шкаф 
сушильно стерилизационный ШСС-80п УХЛ 42, 
холодильник бытовой, дистиллятор, микроскоп 
«Биомед-6» с видеофотонасадкой, термостаты 
настольные лабораторная посуда.

Методы
Для изучения тинкториальных, культу-



62

ВЕ
СТ

НИ
К

 
Ул

ья
но

вс
ко

й 
го

су
да

рс
тв

ен
но

й 
 

се
ль

ск
ох

оз
яй

ст
ве

нн
ой

 а
ка

де
м

ии

Таблица 1
Результаты скрининговых исследований штаммов Bacillus megaterium из музея кафедры ми-

кробиологии, вирусологии, эпизоотологии и ВСЭ Ульяновского ГАУ для создания схемы выделения и 
их биологической идентификации

Характеристика

Результаты скрининговых исследований бактерий Bacillus megaterium из музея кафедры микро-
биологии, вирусологии, эпизоотологии и ВСЭ Ульяновского ГАУ

основные свойства бактерий Bacillus 
megaterium согласно «Bergey’s Manual of 

Systematics of Archaea and Bacteria»
К8 П2 О1 О5 Т3 Т7

пигментация - - - - - - -
подвижность + + + + + + +
окраска по Граму Гр+ Гр+ Гр+ Гр+ Гр+ Гр+ Гр+
форма спор
-эллипсовидная
-цилиндрическая

+ эллипсовидная
цилиндрическая

каталаза + + + + + + +
рост в анаэробных усло-
виях + + + + + + +

рост в аэробных условиях + + + + + + +
Ферментация

L-арабинозы + + + + + + +
D-глюкозы + + + + + + +
гликогена + + + + + + +
D-маннит + + + + + + +
D-маннозы - - - - - - -
салицина + + + + + + +
D-ксилозы + + + + + + +
галактозы + + + + + + +
лактозы + + + + + + +
мальтозы + + + + + + +
раффинозы + + + + + + +
рамнозы - - - - - - -
рибозы + + + + + + +
сорбитола d - - - - - -
L-ксилозы - - - - - - -

Гидролиз 
казеина + + + + + + +
крахмала + + + + + + +
мочевины - - - - - - -

Иные биохимические свойства
цитрата + + + + + + +
гемолитическая актив-
ность н - - - - - -

 желатиназная активность + + + + + + +
лецитиназная активность - - - - - - -
аргининдегидролаза - - - - - - -
редукция нитратов до 
нитритов + + + + + + +

Рост на МПА в присутствии NaCl
2 % + + + + + + +
5 % + + + + + + +
7 % + + + + + + +
10 % - - - - - - -

Рост на МПА при рН
6,0 + + + + + + +
7,0 + + + + + + +
8,0 н + + + + + +
9,0 н - - + - + +

Рост при температуре культивирования
5 0С d - - - - - -
100С d - - - - - -
200С + + + + + + +
300С + + + + + + +
400С d + + + + + +

Примечание – «+» - положительный результат,
 «-» - отрицательный результат,
 «d» - вариабельный результат,
 «н» - данные отсутствуют,
 «v» - варьирует в пределах рода.
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Таблица 2 
Сводная таблица с информацией по выделению и биологической идентификации бактерий 

Bacillus megaterium

Характеристика
Данные об основных свойствах 
бактерий по «Bergey’s Manual 
of Systematics of Archaea and 
Bacteria» Bacillus megaterium

Bacillus 
megaterium182

Bacillus 
megaterium 

И9

Результаты исследо-
ваний 58 штаммов, 

выделенных в экспе-
риментах

+ - ±
пигментация - - - 6 52
подвижность + + + 58
окраска по Граму Гр+ Гр+ Гр+ 58
форма спор -эллипсовидная -ци-
линдрическая + эллипсовидная 

цилиндрическая
каталаза + + + 51 7
рост в анаэробных условиях + + + 22 36
рост в аэробных условиях + + + 58

Ферментация
L-арабинозы + + +
D-глюкозы + + + 53 4 1
гликогена + + +
D-маннитола + + +
D-маннозы - - -
салицина + + +
D-ксилозы + + +
галактозы + + +
лактозы + + + 3 22 33
мальтозы + + + 30 24 4
раффинозы + + +
рамнозы - - -
рибозы + + +
сорбитола d - - 46 4 8
L-ксилозы - - -

Гидролиз 
казеина + + + 29 27 2
крахмала + + + 29 27 2
мочевины - - -

Иные биохимические свойства
цитрата + + + 52 3 3
гемолитическая активность н - -
желатиназная активность + + + 45 13
лецитиназная активность - - -
аргининдегидролаза - - -
редукция нитратов до нитритов + + + 50 1 8

Рост на МПА в присутствии NaCl
2 % + + + 58
5 % + + + 58
7 % + + + 57 1
10 % - - - -

Рост на МПА при рН
6,0 + + +
7,0 + + +
8,0 н + +
9,0 н - -

Рост при температуре культивирования
5 0С d - - 17 29 12
100С d - - 29 29
200С + + + 58
300С + + + 58
400С d + + 57 1

Примечание – «+» - положительный результат,
 «-» - отрицательный результат,
 «d» - вариабельный результат,
 « » - данные отсутствуют.
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ральных и биохимических свойств бактерий 
Bacillus megaterium использовали стандарт-
ные бактериологические методы. Полученные 
данные сравнивали с данными о фенотипиче-
ских свойствах штаммов бактерий вида Bacillus 
megaterium, описанными в «Bergey’s Manual of 
Systematic Bacteriology» (2015).

Результаты исследований 
Были проведены скрининговое исследо-

вания штаммов изучаемых микроорганизмов 
из музея кафедры микробиологии, вирусоло-
гии, эпизоотологии и ВСЭ Ульяновского ГАУ для 
создания схемы выделения и их биологической 
идентификации. Результаты исследований при-
ведены в сравнении с характерными феноти-
пическими свойствами исследуемых видов, 
описанными в «Bergey’s Manual of Systematic 
Bacteriology» (2015). Результаты исследования 
штаммов Bacillus megaterium приведены в та-
блице 1. 

Для выделения новых штаммов микроор-
ганизмов было отобрано 210 проб почвы. Пер-
вичная идентификация позволила изолировать 
58 штаммов бактерий рода Bacillus. Дальней-
шая работа проводилась по разработанной схе-

ме бактериологической идентификации Bacillus 
megaterium (рис. 1). Результаты исследований 
представлены в таблице 2. 

При микроскопии окрашенных по Грамму 
мазков установили, что часть культур в мазках 
имеет форму мелких грамположительных пало-
чек, при этом 16 культур визуально по размеру 
клеток отличались и были гораздо крупнее.

Для изучения продуктивности роста бак-
терий на солевом агаре, засевали культуры на 
ранее приготовленный агар с добавлением 2, 5, 
7 и 10% NaCl и инкубировали при температуре 
37°С 24 часа. Установлено, что при добавлении 
7% NaCl в МПА рост бактерий наблюдался у 57 
штаммов из 58, а при 10% NaCl рост отсутствовал 
у всех штаммов.

Определялись минимальная и макси-
мальная температуры роста вегетативных форм, 
при этом засеянные культурами пробирки тер-
мостатировали при температуре 5,10, 20,30 и 
40°С в течении 24 часов. Результаты культивиро-
вания проб при минимальной и максимальной 
температурах представлены в таблицах 1 и 2.

Определение биохимических свойств ис-
следуемых микроорганизмов показало, что 

Рис. 1 – Схема выделения и идентификация бактерий Bacillus megaterium
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большая часть штаммов образует каталазу и 
ферментирует углеводы. Результаты представ-
лены в таблицах 1 и 2.

Гидролиз крахмала определяли на карто-
фельном агаре. После инкубации культур при 
температуре 37°С 24 чашки Петри заливали рас-
твором Люголя. Светлые участки вокруг коло-
ний свидетельствовали о гидролизе крахмала. 
Результаты представлены в таблицах 1-2.

Желатиназную активность определяли на 
среде с добавлением желатина. 

Для определения способности изучаемых 
штаммов к редукции нитратов до нитритов засе-
вали суточные культуры в жидкую питательную 
среду с содержанием нитрата.

Уже после инкубации при температуре 
37°С 24 часа проверяли, смешивая 1 мл куль-
туры с 3 каплями раствора: (I) сульфаниловые 
кислоты, 0.8 г; 5 N уксусная кислота (ледяная 
уксусная кислота и вода 1:2.5), 100 мл; (II) этан-
α-нафтиламин, 0.6 мл; уксусная кислота, 100 мл. 
Красный или желтый (высокая концентрация) 
цвет указывает на присутствие нитрита. Данные 
представлены в таблицах 1-2.

Полученные результаты исследований 
по изучению биологических свойств выделен-
ных нами бактерий в основном не расходятся 
с паспортными данными эталонных штаммов 
Bacillus megaterium182 и Bacillus megaterium И9, 
учитывая полиморфизм биохимических свойств 
бацилл.

Из 58 штаммов бактерий рода Bacillus, вы-
деленных из объектов окружающей сред, 16 от-
несены нами к виду Bacillus megaterium. 

Процент контаминации проб почвы бакте-
риями вида Bacillus megaterium составил 7,6 %.

Обсуждение
Регулярное применение используемых в 

настоящее время удобрений требует больших 
затрат, которые не могут быть предоставле-
ны хозяйствами и фермерами развивающихся 
стран. От 90% до 95% макроэлементов, образу-
ющихся в почве, присутствуют в нерастворимых 
формах, недоступных для сельскохозяйствен-
ных культур [16]. Таким образом, микробиологи 
и почвоведы несут ответственность перед обще-
ством за поиск путей и средств обеспечения до-
ступности азота, фосфора и калия для сельскохо-
зяйственных культур. В большинстве типов почв 
наблюдается дефицит доступных для растений 
элементов питания, в связи с этим существует 
интерес к использованию ризосферно-компе-
тентных бактерий, наделенных способностью 
растворять минеральные компоненты для мо-

билизации макроэлементов из плохо доступных 
источников в почве [22]. Хотя потенциал для раз-
работки таких модификаторов явно существует, 
их широкое применение остается ограничен-
ным из-за плохого понимания микробной эко-
логии и динамики популяций в почве, а также 
из-за непостоянной эффективности в различных 
средах. Кроме того, стимулирование роста рас-
тений, важное с агрономической точки зрения 
как следствие микробной инокуляции, необяза-
тельно может быть связано с характеристиками, 
которые проявляются в лабораторных условиях. 
Кроме того, для обеспечения продовольствен-
ной безопасности в развивающихся странах су-
ществует острая необходимость в устойчивой 
интенсификации систем сельскохозяйственно-
го производства для поддержки урожайности 
зерновых и получения доходов. В этом контек-
сте новые штаммы модификаторов для почвы 
региона и технологии для их окончательного 
переноса на поля должны быть разработаны, 
испытаны и переданы фермерам. В настоящем 
исследовании выделены из образцов почвы 16 
новых штаммов бактерии B. Megaterium, изуче-
ны биологические свойства и проведена видо-
вая идентификация 22 штаммов B. megaterium. 
Сформированная коллекция будет являться 
объектом исследования на последующих этапах 
работы по разработке биокомпозиции на осно-
ве бактерий для повышения коэффициента ус-
воения минеральных компонентов удобрений.

Заключение
Проведены скрининговые исследования 

созданной нами ранее коллекции бактери-
альных штаммов Bacillus megaterium из музея 
кафедры микробиологии, вирусологии, эпизо-
отологии и ВСЭ Ульяновского ГАУ. Разработана 
оптимальная схема выделения и идентифика-
ции бактерий Bacillus megaterium. Подтверж-
дена видовая принадлежность 6 штаммов 
B.megaterium. Результаты исследований при-
ведены в сравнении с характерными феноти-
пическими свойствами исследуемого вида, 
описанного в «Bergey’s Manual of Systematic 
Bacteriology» (2015). 

Исследовано 210 образцов почвы, полу-
ченных из всех районов Ульяновской области 
для выделения новых штаммов микроорганиз-
мов исследуемого вида. Всего из отобранных 
образцов почвы выделено 16 штаммов - Bacillus 
megaterium, что составляет 7,6 % контаминации.

В результате проведенных исследований 
была расширена коллекция бактериальных 
штаммов изучаемых микроорганизмов, опре-
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делена их таксономическая принадлежность. 
Полученная коллекция будет являться объектом 
исследования на последующих этапах работы 
по разработке биокомпозиции на основе бак-
терий для повышения коэффициента усвоения 
минеральных компонентов удобрений.
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ISOLATION OF NEW STRAINS OF BACILLUS MEGATERIUM BACTERIA AND STUDY OF THEIR BIOLOGICAL 
PROPERTIES

Suldina Е. V., Feoktistova N. А., Bogdanov I. I.
FSBEI HE Ulyanovsk SAU

432017, Ulyanovsk, Novy Venets boulevard, 1; tel. 8(8422)  49-55-63;
Email: e.suldina2006@yandex.ru

Key words: Bacillus megaterium, biological properties, isolation scheme, identification, species
Bacillus megaterium is a gram - positive rod-shaped endospore-forming bacteria. They are used as an effective soil modifier, having the ability to 

disperse phosphorus. In turn, phosphorus plays an important role in several physiological and biochemical processes of plants, such as photosynthesis, the 
conversion of sugar to starch, and the transfer of genetic traits. Based on the current state of research in the development of biofertilizers, it can be argued 
that the biocomposition of Bacillus megaterium bacteria will lead to an increase in the availability of a number of macronutrients for plants – the main 
elements of nutrition. This article presents the results of screening studies of previously created collection of bacterial strains of Bacillus megaterium from 
the Museum of the Department of microbiology, virology, epizootology and VSE of Ulyanovsk SAU. The developed scheme of isolation and identification of 
Bacillus megaterium bacteria is given. The species identity of 6 strains of B. megaterium was confirmed. The results of the research are compared with the 
characteristic phenotypic properties of the studied species described in "Bergey's Manual of Systematic Bacteriology" (2015). 210 soil samples were taken 
to isolate new strains of microorganisms. Initial identification allowed us to isolate 58 strains of bacteria of the genus Bacillus, 16 were assigned to Bacillus 
megaterium. The percentage of contamination of soil samples of this type of bacteria was 7.6 %. As the result of research, the collection of bacterial strains of 
studied microorganisms was expanded and their taxonomic affiliation was determined. The resulting collection will be the object of research at the following 
stages of work on the development of biocomposition based on bacteria to increase the coefficient of absorption of mineral components of fertilizers.
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