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Проведен сбор образцов почв и целлюлозосодержащих природных субстратов из ризосферы здоровых 
растений донника и люцерны в Алматинской области Казахстана. В общей сложности было собрано 84 об-
разца, из них 46 образцов почвы и 38 образцов растительных остатков (разложившиеся листья, стебли и ко-
решки растений). В лабораторных условиях проведено выделение целлюлолитических бактерий. Установ-
лена высокая численность этой группы бактерий в почвах на полях донника и люцерны, которая колебалась 
от 104 до 105 КОЕ/г почвы в зависимости от района сбора почв. Чистые культуры бактерий были получены 
путем длительных пересевов культур на агаризованную среду Гетчинсона с целлюлозой, взятой в качестве 
единственного источника углерода и энергии, и последующего выделения бактерий из отдельных колоний. 
Выделено 54 чистые культуры целлюлолитических бактерий. Изучены их основные культурально-морфоло-
гические и биохимические признаки. Установлено, что в свойствах этих бактерий имелись существенные 
отличия. На основе культурально-морфологических и биохимических свойств поведена их идентификация 
и установлено таксономическое положение. Показано, что выделенные бактерии относятся к родам Bacil-
lus, Bacterium, Pseudomonas и Cellulomonas. Поведен первичный скрининг 54 чистых культур бактерий 
по признаку целлюлазной активности. В результате скрининга было отобрано 10 штаммов бактерий, обла-
дающих средней и высокой степенью целлюлазной активности. Отобранные штаммы бактерий могут быть 
использованы для создания биопрепаратов, повышающих всхожесть семян кормобобовых культур донника 
и люцерны.

Ключевые слова: целлюлолитические бактерии, почва, целлюлозосодержащие природные субстраты, 
выделение, чистые культуры, целлюлазная активность
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The collection of samples of soils and cellulose-containing natural substrates from the rhizosphere of healthy 
melilot and alfalfa plants in the Almaty region of Kazakhstan was carried out. 84 samples were collected, of which 
46 – soil samples and 38 – plant residues (decomposed leaves, stems and roots). The isolation of cellulolytic bacteria 
was carried out in laboratory conditions. A high number of this group of bacteria was found in soils in the fields of 
melilot and alfalfa, which varied from 104 to 105 CFU/g soil, depending on the area of soil collection. Pure cultures 
of bacteria were obtained by long-term inoculation of cultures on Hutchinson’s agar medium with cellulose taken 
as the only source of carbon and energy, and subsequent isolation of bacteria from individual colonies. 54 pure 
cultures of cellulolytic bacteria were isolated. Their main cultural, morphological and biochemical properties were 
studied. It was shown that bacteria had significant differences in these properties. The isolated cultures were found 
to belong to the genera Bacillus, Bacterium, Pseudomonas and Cellulomonas. The primary screening of 54 pure 
cellulolytic bacteria was performed on the basis of cellulase activity. As a result of the screening, 10 strains of 
bacteria with medium and high degree of cellulase activity were selected. Selected bacterial strains can be used to 
create biological products that increase the germination of forage legumes crops melilot and alfalfa seeds.
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Животноводство является основным 
фактором, способствующим развитию на-
ционального благосостояния различных 
стран мира. Так, по данным ФАО, живот-
новодство поставляет половину сельско-
хозяйственной продукции и обеспечивает 
население продовольственными и непро-
довольственными товарами (шерстью, ко-
жей, шкурами), которые составляют око-
ло 20 % сельскохозяйственного ВВП [1]. 
Основным сдерживающим фактором раз-
вития животноводства многих странах 

мира является недостаточность кормовой 
базы [2]. Получение полноценных и де-
шевых кормов возможно путем развития 
кормопроизводства с использованием кор-
мобобовых культур, которые дают боль-
шой урожай зеленой массы с высоким 
содержанием протеина [3]. Основными 
кормобобовыми культурами являются лю-
церна и донник [4]. Люцерна, одна из наи-
более ценных кормобобовых культур, от-
личается долголетием, многоукосностью 
и дает высокий урожай зеленой массы. 
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Корма из люцерны богаты растительным 
белком, который содержит необходимые 
аминокислоты, каротин, кальций, витамин 
и другие важные элементы питания [5]. 
Другой не менее важной культурой являет-
ся донник, который недостаточно исполь-
зуется в кормопроизводстве. Донник об-
ладает комплексом ценных хозяйственных 
и эколого-биологических особенностей: 
нетребователен к почвам, обладает зимо-
стойкостью, дает высокий урожай раннего 
корма в засушливых условиях и является 
солеустойчивой культурой [6]. Помимо 
высокой кормовой ценности, эти культуры 
способствуют накоплению биологического 
азота и гумуса в почве. Однако при выра-
щивании донника и люцерны существует 
проблема низкой всхожести семян, связан-
ная с тем, что семена этих культур имеют 
очень плотную и твердую оболочку, пре-
пятствующую их прорастанию (твердока-
менность семян) [7].

Для решения проблемы низкой всхо-
жести семян применяются различные 
способы. Наиболее часто используют ска-
рификацию – механическое разрушение 
оболочки семян с использованием специ-
альных машин – скарификаторов [8]. Од-
нако при применении этого способа очень 
часто происходит повреждение эндосперма 
и зародыша семян, что приводит к их пора-
жению фитопатогенами, вызывает плесне-
вение и загнивание проростков и, как след-
ствие, приводит к гибели большей части 
посевного материала. Также скарифика-
ция – это дорогостоящий процесс, требу-
ющий специального оборудования, значи-
тельных материальных и энергетических 
затрат. Одним из наиболее перспективных 
решений этой проблемы является приме-
нение биологических препаратов на осно-
ве целлюлолитических бактерий для по-
вышения всхожести семян. Эти бактерии 
синтезируют особые ферменты – целлюла-
зы, которые способны частично нарушать 
целостность твердой оболочки семян и тем 
самым повышать их всхожесть. Для раз-
работки биопрепаратов такого действия 
необходимо выделить целлюлолитические 
бактерии из природных субстратов и полу-
чить новые штаммы с высокой целлюлаз-
ной активностью.

Целями настоящего исследования были 
выделение из природных источников цел-
люлолитических бактерий, получение 
чистых культур, изучение их основных 
культуральных и биохимических свойств 
и отбор наиболее активных штаммов, 
перспективных для создания биоудобре-
ния под кормобобовые культуры донник 
и люцерну.

Материалы и методы исследования

Объектами исследования служили цел-
люлолитические бактерии, выделенные 
из образцов почв и целлюлозосодержащих 
растительных остатков (разложившихся 
стеблей, листьев, корешков растений), со-
бранных на полях донника и люцерны в Ал-
матинской области Казахстана.

Полевой сбор почв проводили в соот-
ветствии с ГОСТ [9]. Точечные пробы (в ко-
личестве 5 штук) отбирали на пробной 
площадке из одного почвенного горизонта 
(8–10 см) методом конверта. Объединенную 
пробу составляли путем смешивания пяти 
точечных проб массой от 200 до 250 г каж-
дая, отобранных на одной пробной площад-
ке. Образцы почв для выделения микроор-
ганизмов отбирали с соблюдением правил 
асептики. Сбор целлюлозосодержащих раз-
ложившихся растительных остатков из ри-
зосферы растений проводили стерильным 
пинцетом и помещали в стерильную тару.

Целлюлолитические бактерии выделяли 
на элективной среде Гетчинсона с фильтро-
вальной бумагой, взятой в качестве един-
ственного источника углерода и энергии. 
Для выделения бактерий 15 г почвы разво-
дили в 90 мл дистиллированной стерильной 
воды и перемешивали в шейкере при 180 об/
мин в течение 2 ч. Далее проводили серию 
разведений, переносив 1 мл полученной 
суспензии в пробирку, содержащую 9 мл 
стерильной воды, и так до разведения 10-8. 
Посев микроорганизмов проводили из раз-
ведений 10-4, 10-5, 10-6, 10-7 и 10-8 в чашки 
Петри с агаризованной средой Гетчинсона, 
на поверхность которой помещали стериль-
ную фильтровальную бумагу. Объем по-
севного материала составлял 1 мл почвен-
ной суспензии. При выделении бактерий 
из разложившихся природных субстратов 
на фильтровальную бумагу помещали ку-
сочки величиной 1–2 мм. Затем фильтро-
вальную бумагу и кусочки субстратов ув-
лажняли жидкой средой Гетчинсона [10]. 
Каждое разведение высевали в пятикрат-
ной повторности. Засеянные чашки инку-
бировали в термостате при 28 °С в течение 
10 дней [11].

Чистые культуры бактерий получали 
путем ряда последовательных пересевов 
на среду Гетчинсона с полоской фильтро-
вальной бумаги (1×10 см) и на агаризован-
ную среду с водорастворимой целлюлозой – 
Na-карбоксиметилцеллюлозой (Na-КМЦ).

Культивирование целлюлолитических 
бактерий проводили на жидкой элективной 
среде Гетчинсона в шейкере при 180 об/мин 
и на твердых питательных средах (среде 
Гетчинсона, МПА) при температуре 28 °С.
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Учет численности целлюлолитиче-

ских бактерий в почве проводили методом 
предельных разведений. Культивирование 
целлюлолитических бактерий осущест-
вляли в шейкере-инкубаторе при 28 °С 
и 180 об/мин.

Чистоту культур микроорганизмов 
проверяли визуально и под микроскопом. 
Микроскопический контроль осуществля-
ли с препаратами живых и фиксирован-
ных окрашенных клеток при помощи све-
тового микроскопа с выходом на монитор 
компьютера. 

Культуральные и физиолого-биохими-
ческие свойства для идентификации цел-
люлолитических бактерий исследовали 
по стандартным методикам [12].

Статистическая обработка результатов 
проводилась с использованием пакета про-
грамм «STATISTICA 10.0» [13].

Результаты исследования  
и их обсуждение

Для выделения целлюлолитических 
бактерий был проведен сбор образцов 
почв и целлюлозосодержащих раститель-
ных остатков (разложившихся стеблей, 
листьев, корней растений) на полях Ал-
матинской области Казахстана. В общей 
сложности было собрано 84 образца при-
родных субстратов, из них 46 образцов 
почвы и 38 целлюлозосодержащих расти-
тельных остатков. Образцы отбирали с со-
блюдением правил асептики.

Отбор почв и растительных остатков 
проводили на полях крестьянских хозяйств 
с высоким уровнем агротехники выращи-
вания донника и люцерны. Из собранных 
образцов в лабораторных условиях на элек-
тивной среде Гетчинсона с фильтровальной 
бумагой осуществляли выделение целлюло-
литических бактерий.

Установлено, что численность целлю-
лолитических бактерий в почвенных об-
разцах была высокой и колебалась пределах 
от 104 до 105 КОЕ г/почвы (табл. 1).

Высокая численность целлюлолити-
ческих бактерий в почве является одной 
из ее положительных характеристик, так 
как известно, что именно представителям 
этой группы микроорганизмов принадле-
жит основная роль в круговороте углерода 
в природе и они отвечают за поддержание 
плодородия почвы. Также высокое содержа-
ние целлюлолитических бактерий в почве 
свидетельствует о высокой агротехнике ве-
дения сельского хозяйства. Кроме того, цел-
люлолитические бактерии, находясь в почве, 
обогащают ее легкодоступными элементами 
питания, делают почву плодородной и по-
ставляют растениям продукты своей жизне-
деятельности, такие как ферменты, витами-
ны, аминокислоты и иные, что положительно 
влияет на урожайность агрокультур [14, 15].

В лабораторных условиях из собранных 
образцов почвы и растительных остатков 
было проведено выделение целлюлолити-
ческих бактерий. Получение чистых куль-
тур бактерий осуществляли путем последо-
вательных пересевов на среду Гетчинсона 
с полоской фильтровальной бумаги и дли-
тельным пассированием на твердой ага-
ризованной среде Гетчинсона с Na-КМЦ 
до образования отдельно стоящих коло-
ний, из которых выделяли чистые культу-
ры бактерий.

Чистоту выделенных бактерий проверя-
ли визуально и под микроскопом. В резуль-
тате проведенной работы было выделено 
54 чистые культуры целлюлолитических 
бактерий. Далее были изучены их основные 
культурально-морфологические и биохими-
ческие признаки.

Установлено, что выделенные культу-
ры бактерий имели существенные отличия 
в культурально-морфологических свой-
ствах. Колонии бактерий, в основном, были 
круглые с выпуклым профилем и ровным 
краем, от 1,1 до 2,7 мм в диаметре с мел-
козернистой структурой. Цвет колоний был 
преимущественно молочный, кремовый, 
консистенция колоний различалась.

Таблица 1
Численность целлюлолитических бактерий в почвах на полях с донником  

и люцерной в (Алматинская область, Казахстан, 2020 г.)

Почва Численность микроорганизмов, КОЕ г/почвы
ОМЧ* ЦЛБ**

Енбекшиказахский район 2,7 ± 0,2×108 3,3 ± 0,2×105

Карасайский район 3,9 ± 0,3×107 4,1 ± 0,1×104

Талгарский район 4,6 ± 0,32×108 2,8 ± 0,2×105

П р и м е ч а н и е : уровень доверительной вероятности р ≤ 0,05; * – общее микробное число; 
** – целлюлолитические бактерии.
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Исследование морфологии клеток по-
казало, что целлюлолитические бактерии 
были как спорообразующими бактериями, 
так и неспорообразующими. Однако споро-
образующие бактерии встречались значи-
тельно чаще. Форма клеток бактерий была, 
в основном, палочковидная, у некоторых 
штаммов с возрастом клетки приобретали 
кокковидную форму. Бактерии были пре-
имущественно грамположительными под-
вижными палочками, реже встречались гра-
мотрицательные культуры (рисунок).

Исследование биохимических призна-
ков бактерий показало, что все исследуе-
мые культуры были каталазоположитель-
ными, аэробными или факультативными 
анаэробными бактериями. Установлено, 
что штаммы бактерий характеризовались 
различной способностью использовать со-
единения углерода для своего конструктив-
ного и энергетического метаболизма.

На основе изучения культурально-мор-
фологических и биохимических признаков 
выделенные культуры целлюлолитических 
бактерий были идентифицированы и отне-
сены к родам Bacillus, Pseudomonas, Bacte-
rium и Cellulomonas.

Далее был проведен первичный скри-
нинг бактерий по признаку активности цел-
люлитических ферментов. В работе исполь-
зовали метод, основанный на гидролизе 
водорастворимой целлюлозы целлюлолити-
ческими бактериями. 

Первичный скрининг целлюлолитиче-
ских бактерий показал, что из 54 чистых 
культур только 20 штаммов обладают повы-
шенной активностью целлюлаз. Результаты 
целлюлазной (КМЦ-аза) активности наибо-
лее перспективных штаммов представлены 
в табл. 2.

Из данных табл. 2 следует, что из 20 штам-
мов бактерий 10 культур характеризовались 
средним уровнем активности целлюлаз 
(3,1–3,5 ед/мл), 6 штаммов обладали ак-

тивностью выше средней (3,6–4,4 ед/мл) 
и 4 штамма (С-21E, С-21N2, С-21(8)N, 
С-22TN) характеризовались высокой актив-
ностью целлюлаз (4,5–4,6 ед/мл). Для даль-
нейшей работы были отобраны 10 штаммов 
бактерий, у которых активность целлюлаз 
была выше средней и высокой.

Таблица 2
Изучение целлюлазной активности 

штаммов бактерий

Штаммы  
бактерий

КМЦ-азная активность,
ед/мл

С- 02E 3,1 ± 0,01
С-08K 3,3 ± 0,03
С-08N 3,4 ± 0,02
С-09K 3,0 ± 0,01
С-14Т 3,5 ± 0,02
С-18T 3,7 ± 0,02

С-20/2K 3,1 ± 0,01
С-20/3K 3,6 ± 0,02
С-20T 4,2 ± 0,03
С-21E 4,5 ± 0,02

С-21N2 4,6 ± 0,01
С-21(8)N 4,5 ± 0,03
С-21(1)N 3,8 ± 0,02

С-22T 3,4 ± 0,01
С-22TN 4,6 ± 0,02
С-33K 3,3 ± 0,01
С-34N 4,0 ± 0,01
С-36E 4,1 ± 0,02
С-46K 4,1 ± 0,02
С-54T 4,2 ± 0,02

П р и м е ч а н и е : уровень достоверной ве-
роятности р ≤ 0,01.

Заключение
Таким образом, проведен сбор образцов 

почв и целлюлозосодержащих раститель-

Формы клеток целлюлолитических бактерий (ув. х 1800)
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ных остатков на полях Алматинской обла-
сти Казахстана. В общей сложности было 
собрано 84 образца, из них 46 образцов 
почв и 38 образцов целлюлозосодержащих 
растительных остатков. В лабораторных 
условиях из собранных образцов провели 
выделение целлюлолитических бактерий 
на элективной среде Гетчинсона. В резуль-
тате проведенной работы было выделено 
54 чистые культуры целлюлолитических 
бактерий. Провели изучение их основных 
культурально-морфологических и био-
химических признаков, которое позволи-
ло определить таксономическую принад-
лежность целлюлолитических бактерий. 
Установлено, что выделенные культуры 
целлюлолитических бактерий относятся 
к родам Bacillus, Pseudomonas, Bacterium 
и Cellulomonas. Проведен первичный скри-
нинг бактерий по признаку целлюлазной 
активности. Установлено, что из 54 куль-
тур только 20 штаммов бактерий обладали 
повышенной активностью целлюлаз. В ре-
зультате скрининга отобрано 10 штаммов 
бактерий, обладающих средней и высокой 
степенью целлюлазной активности. Ото-
бранные для дальнейших исследований 
штаммы целлюлолитических бактерий бу-
дут использованы для создания биопрепа-
ратов, повышающих всхожесть семян дон-
ника и люцерны.

Исследование выполнено при финансо-
вой поддержке Министерства образова-
ния и науки Республики Казахстан в рамках 
грантового проекта AP08855656.
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