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Бактерии рода Bacillus вызывают боль-

шой интерес микробиологов по причине 
повсеместного распространения предста-
вителей этого рода, цикла развития, не-
обычной устойчивости их спор, химиче-
ским и физическим агентам и патогенно-
сти.  

В процессе своей жизнедеятельности 
растения входят в сложные взаимоотно-
шения с микроорганизмами, населяющи-
ми филлосферу растений (филлосфера — 
греч. рhyllon — лист и sphere — шар — 
часть эдасферы, воздушное пространст-
во, заполняющее и на небольшое рас-
стояние окружающее крону отдельного 
растения, его фотосинтезирующие органы 
и испытывающее значительное их влияние) 
[1].  

Взаимоотношение микроорганизмов и 
высших растений является одной из слож-
нейших проблем микробиологии.  

Исследование закономерностей фор-
мирования этой эволюционно сложившей-
ся биологической системы позволило раз-
работать и обосновать безопасные для 
окружающей среды способы и средства 
подавления вредителей и болезней расте-
ний с помощью биологических методов их 
защиты. В настоящее время особое вни-
мание заслуживает проблема создания и 
практического применения препаратов на 
основе живых культур аэробных споро-
образующих бактерий из рода Bacillus. 
Поэтому проблема идентификации и изу-
чения морфологических, культуральных, 
тинкториальных признаков различных 
представителей рода Bacillus является ак-
туальной [2].  

Цель исследования: выделить, иденти-
фицировать и изучить морфофизиологи-
ческие, биохимические, культуральные 
свойства видов рода Bacillus, высеянных с 
поверхности верхней и нижней поверхно-
стей филлоплана семейства Берёзовые 
(Betulacaea) — Берёзы повислой (Betula 
pendula), Берёзы белой (Betula alba), Оль-
хи мелкопильчатой (Alnus serrulata).  

  
Материалы и методы исследования 
Изучение микрофлоры филлоплана 

проводили в весенне-летний период 2008-
2009 гг. на базе кафедры общей биологии 
ГОУ ВПО «Ставропольский государствен-
ный университет» и бактериологической 
лаборатории ГУЗИБ № 4 г. Армавира пу-
тём отбора проб с верхней и нижней по-
верхностей листовых пластинок растений 
семейства Берёзовые (Betulacaea) — Бе-
рёзы повислой (Betula pendula), Берёзы 
белой (Betula alba), Ольхи мелкопильчатой 
(Alnus serrulata).  

Культуры микроорганизмов, получен-
ные методом отпечатков, высевали на 
плотные питательные среды: ГРМ — агар, 
МПА с добавлением раствора 40%-ной 
глюкозы, декстрозный бульон, 5%-ный 
кровяной агар, среду Сабуро, селектив-
ную питательную среду для Bacillus 
cereus, изготовленную ФГУП «Питатель-
ные среды», глюкозо-солевой агар при 
7%-ном NaCl, солевой полимиксиновый 
агар 2-, 3-, 5-трифенилтетразолий хлори-
дом (ТТХ) при рН среды 7,2-7,6 и опти-
мальной t = 37оС в течение 18-24 ч [3]. 

В экспериментальной работе использо-
вали питательные среды, содержащие 
легко усвояемые микроорганизмами уг-
леводородные и сложные органические 
соединения.  

Общую бактериальную обсеменён-
ность рассчитывали по количеству вырос-
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ших колоний и определяли количество 
КОЕ в 1 мл по формуле:  

М = а ◦ 10n / V, 
где а — количество выросших колоний;  

10n — разведение; 
V — посевная доза (0,1 мл).  

Трудности возникали при идентифика-
ции рода Bacillus, характеризующегося 
видовым разнообразием, морфолого-фи-
зиологической колониальностью, на раз-
ных средах колонии R-формы переходили 
в колонии S-формы, и наоборот, что за-
трудняло первичное определение по куль-
туральным и тинкториальным признакам.  

Для изучения морфологических и тинк-
ториальных свойств выделенных микроор-
ганизмов из полученных колоний делали 
мазки, окрашивали их по Синёву, Граму и 
Цилю-Нильсену и микроскопировали. 

Для выделения видов Bacillus исследуе-
мый материал высевали на дифференци-
ально-диагностические среды (Кларка, 
желточно-солевой агар, Хью-Лейфсена) 
[4]. 

Лецитиназную активность изучали пу-
тём посева исследуемой культуры на 
желточно-солевой агар. На проявление 
лецитиназной активности указывало появ-
ление золотисто-жёлтого ободка вокруг 
колонии.  

Проявление лецитиназной активности 
является одним из основных дифферен-
цирующих признаков при идентификации 
Bacillus cereus. Под действием фосфоли-
пазы — С у Bacillus cereus происходит 
расщепление лецитина яичного желтка с 
образованием жирных кислот и щелочно-
го продукта фосфохолина [5].  

Для изучения продукции каталазы на 
предметное стекло наносили каплю 3%-
ного раствора перекиси водорода и пет-
лёй вносили исследуемую суточную куль-
туру. Образование пузырьков газа под-
тверждало положительную каталазную 
активность.  

Гидролиз крахмала обнаруживали по-
сле обработки агаровой пластинки рас-
твором Люголя. Для этого на поверхность 
среды наливали 3-5 мл раствора Люголя. 
Среда, содержащая крахмал, окрашива-
лась в синий цвет, а зона гидролиза оста-
валась бесцветной [6, 7]. 

Для определения способности бактерий 
окислять глюкозу до глюконовой кислоты 
в аэробных условиях использовали среду 
Хью-Лейфсена. Посев производили уко-
лом в два столбика агара, один из кото-
рых заливали 1 мл стерильного вазелино-
вого масла. Посевы инкубировали в тер-

мостате в течение суток при температуре 
37оС. При положительной реакции проис-
ходило желтовато-розоватое окрашивание 
среды в столбике без вазелина [8].  

Гемолитическую активность идентифи-
цируемых бактерий определяли при про-
смотре через 24 ч колоний, выросших на 
5%-ном кровяном агаре. Наличие зон 
просветления вокруг колоний указывало 
на наличие в культуре гемолизина.  

 
Результаты и обсуждение 

Биоразнообразие бактерий рода 
Bacillus, выделенных с поверхности фил-
лоплана, представлено следующими ви-
дами: Bac. laterosporus, Bac. 
mesentericus, Bac. mycoides, Bac. subtilis, 
Bac. cereus, Bac. megaterium.  

Выделенные представители идентифи-
цировали в процессе изучения морфоло-
гических, культуральных, тинкториальных, 
физиолого-биохимических свойств [9]. 

Все идентифицированные бациллы яв-
ляются аэробами или факультативными 
анаэробами, а также каталазо-положи-
тельными и имеют выраженную гемоли-
тическую активность.  

Это грамположительные, подвижные, 
прямые или слегка изогнутые палочки, 
содержащие внутриклеточные глобулы 
(эндоспоры), не окрашиваемые фукси-
ном. Подвижные за счёт латерально или 
перетрихиально расположенных жгутиков 
(обнаружение жгутиков проводили путём 
окраски клеток по методу Лёффлера в 
модификации Пешкова). Расположение 
клеток различное — от одиночных до 
длинных нитевидных цепочек [10].  

Споры у представителей рода Bacillus 
расположены центрально и имеют эллип-
совидную форму. Спорообразование не 
подавляется экспозицией на воздухе.  

В состоянии покоя споры показывают 
высокую степень устойчивости к инакти-
вации различными физическими фактора-
ми, включая влажный пар, высушивание, 
ультрафиолетовое гамма-излучение и 
окисляющие агенты.  

Покоящиеся споры показывают неве-
роятную долговечность и могут быть об-
наружены в любом типе среды обитания 
на Земле.  

У Bac. laterosporus отмечается отчёт-
ливая раздутость спорангия, а у остальных 
исследуемых бацилл этот признак отсут-
ствует.  

Для идентифицированных видов споро-
носных бактерий характерны культураль-
ные особенности роста на питательных 
средах.  
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На твёрдых питательных средах обра-
зуются гладкие, плёнчатые, сухие, склад-
чато-морщинистые, маслянистые колонии 
с гладким или фестончатым краем.  

На МПА колонии Bac. subtilis и Bac. 
mesentericus имеют вид плотных сухих 
морщинистых колоний, вросших в агар с 
волнистыми выступами по краю.  

Bac. subtilis хорошо образует споры на 
картофельном агаре. Эндоспоры эллип-
совидные, расположены центрально и не 
выходят из размеров спорангия. Около-
споральных включений не обнаружено.  

Через 48 ч роста при температуре 
37оС на сусло-агаре культура имеет не-
прозрачные матовые колонии с фестонча-
тым краем. Хорошо снимается петлёй с 
поверхности агара.  

Культура не растёт в анаэробных усло-
виях и при 10%-ном NaCl не образует газ 
из NО.  

Состав питательных сред играет ре-
шающую роль для обнаружения Bac. 
cereus. Низкая требовательность к усло-
виям, необходимым для роста, приводит к 
тому, что Bac. cereus может размно-
жаться на любых экологических нишах 
филлосферы и при массовом обсемене-
нии приводить к возникновению токсико-
инфекции. В связи с этим представляет 
интерес применение оптимальной селек-
тивной среды, позволяющей в один приём 
выделить чистые культуры данного мик-
роорганизма.  

Бактериологические лаборатории на-
шей страны для выделения Bac. cereus 
используют солевой полимиксиновый агар 
с 2-, 3-, 5-трифенилтетразолий хлоридом 
(2, 3, 5 ТТХ), имеющий длительный срок 
выделения Bac. cereus (48 ч).  

На солевом полимиксиновом агаре с 2, 
3, 5 ТТХ он образует яркие рубиновые 
колонии за счёт восстановления ТТХ и зо-
ну преципитации диаметром 4-5 мм за 
счёт реакции с желточной эмульсией.  

На селективной питательной среде, из-
готовленной ФГУП «Питательные среды» 
колонии Bac. cereus молочно-белого цве-
та со слегка изрезанными краями, диа-
метром 1,8-2,5 мм, окружённые зоной 
коагулянта светло-фиолетового цвета, 
диаметром 4 мм (проявление лецитиназ-
ной активности).  

Данная среда обладает более высокой 
скоростью роста Bac. cereus (18-20 ч). 

На 5%-ном кровяном агаре колонии 
Bac. cereus образуют плотные, прелом-
ляющие свет, восковидные колонии с пер-
ламутровым отливом, а на глюкозно — со-
левом агаре — сплошные белые колонии.  

Основным дифференцирующим при-
знаком Bac. cereus является проявление 
лецитиназной активности, а у идентифици-
рованных нами Bac. subtilis, Bac. 
mesentericus, Bac. mycoides, Bac. 
laterosporus и Bac. megaterium она отсут-
ствует.  

Bac. mycoides на МПА с добавлением 
40%-ного раствора глюкозы образуют 
беловато-серый налёт с ветвистыми вы-
ростами. На 5%-ном кровяном агаре об-
разует сероватые зернистые колонии.  

В названии Bac. mycoides отражена его 
способность развиваться на питательных 
средах в виде ложногрибового налёта 
(лат. mycoides — грибовидный), напоми-
нающий мицелий грибов.  

При росте на жидких питательных сре-
дах, в частности на декстрозном бульоне, 
отмечалось образование мощной складча-
той плёнки и помутнение среды у всех ви-
дов высеянных видов бацилл, за исключе-
нием Bac. mycoides, образующей паутин-
ную плёнку, которая в пробирке распола-
гается в форме конуса основанием вверх.  

Все выделенные представители дают 
обильный рост на используемых в экспе-
риментальной работе питательных средах. 

В таблице 1 проведён сравнительный 
анализ морфологических, тинкториальных, 
культуральных, физиолого-биохимических 
свойств бактерий рода Bacillus, выделен-
ных с поверхностей филлоплана: Берёзы 
повислой (Betula pendula), Берёзы белой 
(Betula alba), Ольхи мелкопильчатой 
(Alnus serrulata).  

Количественные показатели идентифи-
цированных представителей рода Bacillus 
с поверхности филлоплана растений Берё-
зы повислой (Betula pendula), Берёзы бе-
лой (Betula alba), Ольхи мелкопильчатой 
(Alnus serrulata) варьировали в период на-
блюдений.  

Отмечено, что в филлосфере хорошо 
развитых растений количество микроорга-
низмов было меньше, чем на поверхности 
слабых растений. Это объясняется тем, 
что мощное растение вырабатывает 
больше бактерицидных и бактериостати-
ческих веществ, приводящих к снижению 
численности микробоценоза.  

Эпифитная микрофлора растений ха-
рактеризуется большой вариабельностью 
как по численности, так и составу, в зави-
симости от сезонного развития растений, 
метеорологических условий, вегетацион-
ного периода, вида растений, возраста, 
типа почвы, условий произрастания, их 
высоты и целостности [11].  
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Таблица 2  
Квантитативные показатели микроорганизмов рода Bacillus,  

выделенные с представителей растений семейства Берёзовые (Betulacaea), (КОЕх106/г) 
 

Названия растений 
2008 г. 2009 г. 

весенний период летний период весенний период летний период 
Betula pendula  15,4±0,22 9,2±0,24 18,6±0,15 6,6±0,09 
Betula alba 14,1±0,19 7,6±0,13 16,2±0,07 8,1±0,06 
Alnus serrulata 13,5±0,16 6,4±0,11 15,5±0,19 7,3±0,07 

 
В начале вегетации листья растений бы-

ли заселены главным образом бактери-
альным сообществом Bacillus spp, 
Pseudomonas spp, Bact. Herbicola 
aureum, Erwinia sp. и др.). На стареющих 
листьях повышается содержание бесспо-
ровых молочнокислых бактерий E. сoli, 
плесневых и дрожжеподобных грибов.  

В таблице 2 отражены квантитативные 
показатели идентифицированных видов 
бацилл на исследуемых растениях за 
2008-2009 гг. Анализируя табличные дан-
ные, можно сделать вывод, что в весен-
ний период количество микроорганизмов 
рода Bacillus, выделенных с поверхностей 
филлоплана, примерно в 2 раза выше, 
чем в летний период. Это объясняется 
воздействием солнечной инсоляции и дос-
таточным увлажнением листовых пласти-
нок. Наибольшей бациллярной обсеме-
ненностью обладает Betula pendula 
(15,4±0,22 и 18,6±0,15), а наименьшей — 
Alnus serrulata (13,5±0,16 и 15,5±0,19) в 
весенние периоды.  

Сравнивая динамику количественных 
колебаний эпифитной микрофлоры, в том 
числе и представителей рода Bacillus за 
2005-2007 гг., следует отметить, что в ве-
сенний период 2005 г. поверхность фил-
лоплана растений г. Ставрополя подвер-
глась воздействию кислотных осадков (рН 
4,5-5,0), что привело к уменьшению коли-
чества эпифитной микрофлоры, в том 
числе представителей рода Bacillus. В 
2006-2007 гг. отмечалось увеличение ко-
личества эпифитной микрофлоры на по-
верхностях филлоплана.  

 
Заключение 

 В ходе экспериментальной работы вы-
делены, идентифицированы и изучены 
морфофизиологические, культуральные, 
тинкториальные и биохимические свойства 
видов Bacillus, выделенных с поверхностей 
филлоплана Берёзы повислой (Betula 
pendula), Берёзы белой (Betula alba), 
Ольхи мелкопильчатой (Alnus serrulata).  

Проанализирован рост выделенных 
представителей рода Bacillus на различных 
питательных средах.  

Установлено, что на твёрдых питатель-
ных средах консистенция колоний различ-
на. Культуры Bac. subtilis и Bac. mese-
ntericus образуют плотные, вросшие в 
агар, сухие морщинистые колонии, а Bac. 
mycoides, Bac. laterosporus, Bac. cereus — 
пастообразные, слизеобразующие, глад-
кие колонии.  

Важным диагностическим признаком 
для определения видов спороносных бак-
терий является строение края колонии. У 
Bac. cereus края колонии изрезанные; 
Bac. mycoides — ветвистые выросты; Bac. 
subtilis, Bac. megaterium, Bac. mesen-
tericus — волнистые; Bac. laterosporus — 
гладкие.  

В ходе исследования выявлено увеличе-
ние идентифицированных представителей 
рода Bacillus в весенний период 2008- 
2009 гг.  

В данной работе дан сравнительный 
анализ идентифицированных микроорга-
низмов рода Bacillus, высеянных с поверх-
ности филлоплана: Bac. laterosporus, Bac. 
mesentericus, Bac. mycoides, Bac. subtilis, 
Bac. cereus, Bac. megaterium.  

В связи с переходом к биологическому 
земледелию и интенсивно разрабатывае-
мым методам биологической защиты рас-
тений данная тема имеет теоретическое 
значение и подлежит дальнейшему экспе-
риментальному исследованию. 
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Введение 

Карьеры (фр. carriere — совокупность 
горных выработок, образованных при 
добыче полезного ископаемого откры-
тым способом [1]) в настоящее время 
стали неотъемлемым элементом совре-
менного техногенного ландшафта. Карье-
ров достаточно много вокруг городов и 
других населенных пунктов, вдоль строя-
щихся железных и шоссейных дорог. В 
Амурской области велось строительство 
Байкало-Амурской магистрали (БАМ) и 
автомобильной дороги Чита — Хабаровск. 
Общая протяженность каждой из этих до-
рог более 3 тыс. км. В настоящее время 
по территории области прокладывается 
нефтепроводная система [2]. Вдоль этих 
объектов открыто большое количество 
карьеров.  

Карьеры наносят большой ущерб био-
ценозам. На месте самого карьера они 
просто уничтожаются. Лес сводится, поч-
ва разрушается. Создание карьеров от-
ражается и на ландшафтах, прилегающих 

к нему территорий. Изменяется рельеф. 
Если это гора или возвышенность, то они 
исчезают, на равнинных участках образу-
ются глубокие котлованы, которые впо-
следствии заполняются водой, возникают 
искусственные водоемы. Рекультивацион-
ные работы после прекращения их экс-
плуатации, особенно при строительстве 
дорог, как правило, не проводятся. 

С целью изучения процессов самовос-
становления разрушенных биоценозов при 
строительстве БАМа были обследованы 
заброшенные карьеры в окрестностях 
железнодорожной станции «Февральск» 
Амурской области.  

 
Объект и методы исследования 

Эксплуатация исследуемых карьеров 
завершилась с окончанием строительства 
железной дороги, т.е. в 1985 г. Исследо-
вания проведены в 2005-2006 гг. Период 
восстановления на момент проведения ис-
следований можно оценить в 20-25 лет. 
Всего было обследовано 5 карьеров. Все 
карьеры отличаются друг от друга по 
глубине и размерам (объемам выбранно-
го грунта). Объединяет их то, что все они 
имеют высокие и обрывистые склоны. 
Учитывая рельеф местности в данном 




