
74 

Հ Ա Յ Ա Ս Տ Ա Ն Ի  Գ Ի Տ Ո Ւ Թ Յ Ո Ւ Ն Ն Ե Ր Ի  Ա Զ Գ Ա Յ Ի Ն  Ա Կ Ա Դ Ե Մ Ի Ա  
Н А Ц И О Н А Л Ь Н А Я  А К А Д Е М И Я  Н А У К  А Р М Е Н И И  
N A T I O N A L  A C A D E M Y  O F  S C I E N C E S  O F  A R M E N I A  

Д О К Л А Д Ы           Զ Ե Կ Ո Ի Յ Ց Ն Ե Ր               R E P O R T S  

 
БИОТЕХНОЛОГИЯ 

УДК 632.981.1:631.86 
 

С. В. Aветисян, М. Г. Паронян, С. С. Оганнесян, А. С. Овсепян 
 

Меланиногенные штаммы Bacillus thuringiensis: 
перспективы применения 

 
(Представлено чл.-кор. НАН РА Р. М. Арутюняном 23/II 2020) 

 
Ключевые слова: меланиногенные штаммы, водорастворимый бак-

териальный меланин, фитостимулятор, инсектицидная активность. 
 
В последнее время ООН считает угрозу живой природе, исходящую 

от сельского хозяйства, в числе четырех самых опасных. Сельскохозяй-
ственное загрязнение почвы имеет два источника – минеральные удобре-
ния и пестициды. Систематическое внесение удобрений в высоких дозах, 
нарушение условий хранения, потери во время транспортировки приводят 
к загрязнению окружающей среды, оказывают опасное влияние на здоро-
вье человека и животных.  

Обычно пестициды, применяемые в сельском и лесном хозяйстве, ис-
пользуются для поражения определенного вредителя. Они токсичны не 
только для вредителей, но и для людей, животных, птиц, рыб, и даже по-
лезных насекомых. Поиск менее опасных для живых организмов и окру-
жающей среды стимуляторов роста растений и биоинсектицидов является 
актуальной задачей.  

Высокая физиологическая активность широко распространенных при-
родных меланинов давно установлена [1], однако сфера их практического 
применения весьма ограничена. Производство синтетических меланинов – 
дорогостоящий процесс. Кроме того, синтетические меланины и большин-
ство природных, выделяемых из различных организмов, нерастворимы в 
воде, что существенно затрудняет приготовление препаратов на их основе 
[1-3]. 

Нами получена большая коллекция меланин-синтезирующих мутант-
ных штаммов B. thuringiensis и выделены штаммы с высоким уровнем син-
теза водорастворимого меланина, которые сохранили при этом инсекти-
цидную активность [4]. На их основе может быть организовано рентабель-
ное безотходное производство, когда бактериальный меланин (БМ), вы-
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деленный из культуральной жидкости (КЖ), используется как биоло-
гически активное вещество, а биомасса – как основа инсектицидного 
препарата.Таким образом, два полезных продукта могут быть получены в 
одном процессе, без загрязнения окружающей среды. Разработаны техно-
логия получения БМ в ферментерах и процесс его выделения и очистки из 
КЖ [5]. Показана биобезопасность БМ и меланиногенных штаммов B. thu-
ringiensis для окружающей среды [6].  

Целью представленной работы является изучение биостимулирующе-
го действия БМ на некоторые культуры, имеющие важнейшее значение 
для сельского хозяйства, и инсектицидной активности меланиногенных 
штаммов. 

Материалы и методы исследований. В работе использована коллек-
ция музейных культур B. thuringiensis Центра депонирования микробов 
(отделение НПЦ «Армбиотехнология» НАН РА). Мутагенизацию культур 
для получения меланиногенных штаммов проводили 1-метил-3-нитро-1-
нитрозогуанидином фирмы Aldrich. Chem. Co. (США) по известной мето-
дике [7]. Для культивирования штаммов использовали мясо-пептонный 
бульон и мясо-пептонный агар. 

Ферментацию проводили в лабораторном ферментере «Анкум-2М» 
(Россия) с рабочим объемом 7 л при следующих технологических пара-
метрах: рН 8.0-8.5; температура 30-32°C, KLa=180-220 ч-1; продолжитель-
ность ферментации 70–72 ч. Использовали среду следующего состава, %: 
20 %-ный сернокислотный гидролизат рыбной муки – 12; пептон – 1; 
MnCl2 – 0.01; CuSO4×7H2O – 0.005; MnSO4 – 0.005; ZnSO4×7H2O – 0.0005. 
Полученную КЖ центрифугировали, что приводило к отделению биомас-
сы, используемой в качестве инсектицидного препарата. Водораство-
римый БМ получали из надосадочной жидкости. 

Уровень пигментообразования определяли на спектрофотометре «Per-
kinElmer 550S UV-VIS» (США) при длине волны λ = 315 нм. В качестве 
контроля использовали водный раствор (рН 9.0) синтетического меланина 
(Sigma, США). Обработка растений БМ проводилась тремя способами: 
замачивание семян, полив почвы и сочетание обоих способов. Инсекти-
цидную активность исследуемых штаммов в лабораторных условиях опре-
деляли по значениям ЛК50 на тутовом шелкопряде (ТШ) и златогузке [8]. 
При полевых испытаниях дубовые деревья обрабатывали рабочими сус-
пензиями исходных и мутантных штаммов. Плотность златогузки нахо-
дилась в пределах экономического порога вредоносности вредителя [9]. 
Обработку проводили ранцевым опрыскивателем марки «АО-2». Учет 
вредителей проводили через 3, 7, 10, 12 дней, на 12-погонных метрах в 
разных местах кроны. 

Статистическую обработку полученных данных проводили по опреде-
лению t-критерия Стъюдента [10]. Статистические параметры (средняя 
величина, стандартное отклонение), используемые в экспериментах, вы-
числены также при помощи программы МSExcel. 
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Результаты исследований. С целью получения меланиногенных 
штаммов, сохраняющих инсектицидную активность, были исследованы 85 
штаммов B. thuringiensis с разным спектром инсектицидного действия.  

Был отобран 21 штамм B. thuringiensis по признаку наибольшей эф-
фективности споро-кристаллообразования (количество свободных спор – 
80-90 %; количество кристаллов разных размеров – 100 %). Дополни-
тельно была проверена инсектицидная активность этих штаммов на гу-
сеницах ТШ третьего возраста и златогузки III-IV возрастов. Опыты про-
водили с определением летальной концентрации, вызывающей гибель 50% 
особей (ЛК50). На основе отобранных штаммов получены пигментооб-
разующие мутанты.  

Для определения вирулентности отобранных меланин-синтезирую-
щих мутантов были проведены испытания в полевых условиях (титр сус-
пензии – 4.0-5.0·108 спор/мл) на гусеницах златогузки II-III возрастов и 
непарном шелкопряде I-III возрастов. Вирулентность оценивали по про-
центу гибели насекомых. По сравнению с исходными штаммами инсекти-
цидная активность меланиногенных мутантов по отношению к златогузке 
не только не уменьшилась, но и заметно возросла (8-10 %).  

Известно, что в полевых условиях под воздействием УФ-облучения и 
солнечных лучей споры и кристаллы В. thuringiensis быстро теряют ин-
сектицидную активность. Меланины являются природными фотопротек-
торами и защищают споры и кристаллы от УФ-повреждений и отрица-
тельного воздействия солнечных лучей [11]. Следовательно, инсектицид-
ная активность меланиногенных мутантов повышается в результате про-
лонгирования времени действия. На основе меланиногенных штаммов В. 
thuringiensis получен БМ, обладающий высокой биологической  актив-
ностью. 

Биологическая активность БМ изучена на ряде овощных, кормовых, 
фруктовых и декоративных растений. Для обработки семян испытуемых 
растений и последующего полива почвы в отдельности определяли опти-
мальные концентрации БМ. Результаты проведенных опытов показали, 
что для каждого вида растения необходимо выбрать оптимальную концен-
трацию БМ. 

Результаты исследований, проведенных на различных овощных, 
фруктовых и декоративных растениях, показали, что БМ обладает высо-
ким стимулирующим эффектом.  

Применение низких концентраций (0.03-0.08%) раствора БМ оказало 
положительное влияние на биометрические показатели овощных культур 
– фасоли, нута, перца, картофеля, свеклы, мелкоплодной моркови и др. 
(рис. 1-3). Наблюдались ускорение всхожести семян, усиление роста 
стебля и ветвление его основания, ускорение роста, переход к интен-
сивному и длительному плодообразованию, созреванию крупных, мясис-
тых, со множеством крупных семян плодов, что значительно (на 20-40 %) 
повышало урожайность растений. 

 
 



77 

        
А                                                                    Б 

Рис. 1. Влияние БМ на размер листьев и плодов вьющейся фасоли (А) и 
урожайность нута (Б). А: Cont. – контроль; Btm – фасоль, обработанная 0.03%-
ным раствором БМ. Б: 1 – контроль; 2 – семена нута, обработанные 0.03%-ным 
раствором БМ; 3 – семена нута, обработанные 0.06%-ным раствором БМ. 
 

 

Рис. 2. Влияние БМ на урожайность мелкоплодной моркови: Contr. – контроль; 
Btm – морковь, семена которой обработаны 0.03%-ным раствором БМ. 
 

 

Рис. 3. Влияние БМ на урожайность перца сорта «Кон»: Contr. – контроль; Btm – 
перец, семена которого были обработаны  0.03%-ным раствором БМ. 
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Высокая эффективность БМ наблюдалась на нестратифицированных 
семенах персика, а также на комнатных цветочных культурах (рэо, камне-
ломка), на хвойных растениях (ель серебристая), на древесных породах 
(альбиция).  

У обработанных 0.1-0.2%-ным раствором меланина укороченных че-
ренках винограда (16 сортов) через 6-7 месяцев формировалась мощная 
корневая система, происходили стимуляция роста и вызревание побегов, 
что гарантирует высокую приживаемость саженцев путем предпосевного 
замачивания семян (рис. 4). 
 

 

Рис. 4. Влияние  БМ на развитие корневой системы винограда сорта «Меграбуйр»: 
1 – контроль; 2 – после обработки черенков 0.2%-ным раствором БМ. 

 
БМ (0.12%-ный) испытан и на кормовых культурах – кукурузе, сорго, 

подсолнечнике и люцерне, обработка которых проводилась методом пред-
посевного замачивания семян и полива почвы. У этих культур разрастание 
корневой системы обеспечило растение водой и минеральными элемен-
тами, интенсивный рост стебля в высоту и толщину, а также формиро-
вание более длинных и широких листьев темно-зеленого цвета. У всех 
этих культур меланин способствовал дружному и массовому прорастанию 
семян, усиленному росту сеянцев, увеличению числа листьев (на 56-62%), 
разрастанию листовых пластинок (на 65-72%), утолщению стебля, т.е. 
повышалась масса надземной части (на 30-37%).  

БМ также повышает устойчивость растений к абиотическим факторам 
окружающей среды.  

Таким образом, результаты исследований, проведенных на различных 
растениях, показали, что БМ обладает биостимулирующим эффектом.  

Заключение. Применение экологически безопасного водораст-
воримого БМ в различных отраслях растениеводства в значительной 
мере сократит применение минеральных и особенно азотсодержа-
щих удобрений, использование которых может привести к накоп-
лению нитратов в растительной пище и загрязнению окружающей 
среды. БМ превосходит другие применяемые стимуляторы роста по 
ряду свойств: он растворим в воде, быстро разлагается в почве, эф-
фективен в низких концентрациях и имеет низкую стоимость. 
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Высокая инсектицидная активность полученных меланиногенных 
штаммов B. thuringiensis позволит использовать их для борьбы с сельско-
хозяйственными вредителями.  

Одновременный синтез двух биологически активных веществ – мела-
нина и инсектицидных токсинов в одном штамме обеспечит рентабель-
ность их производства. Экологическая безопасность и доступная цена этих 
препаратов расширяют возможости его применения в сельском хозяйстве. 
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Меланиногенные штаммы Bacillus thuringiensis:  

перспективы применения 
 

 На основе инсектицидных штаммов Bacillus thuringiensis получена боль-
шая коллекция высокоактивных меланин-синтезирующих мутантов, сохранивших 
инсектицидную активность. Полученный бактериальный меланин обладает высо-
кой биологической активностью. Испытания на различных растениях in vivo и in 
vitro показали, что бактериальный меланин является сильным стимулятором роста 
и развития растений. Инсектицидная активность полученных меланиногенных 
мутантов B. thuringiensis по отношению к вредителям по сравнению с родитель-
скими штаммами заметно возрастала благодаря фотозащитной активности синте-
зируемого меланина. Одновременный синтез двух биологически активных ве-
ществ – меланина и инсектицидных токсинов в одном штамме обеспечит рента-
бельность их производства. 
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Bacillus thuringiensis-ի մելանինոգեն շտամերը. դրանց  
կիրառման հեռանկարները 

 
Bacillus thuringiensis միջատասպան շտամերի հիման վրա ստացվել է ջրալույծ 

մելանին սինթեզող բարձրակտիվ մուտանտների մեծ հավաքածու, որոնք պահպանել 
են միջատասպան ակտիվությունը: Ստացված մանրէային մելանինն օժտված է բարձր 
կենսաբանական ակտիվությամբ: Տարբեր բույսերի վրա in vivo և in vitro կատարված 
փորձարկումները ցույց են տվել, որ մանրէային մելանինը համարվում է բույսերի աճի 
և զարգացման ուժեղ խթանիչ: Շնորհիվ սինթեզված մելանինի լուսապաշտպանիչ 
հատկության B. thuringiensis-ի մելանինոգեն մուտանտների միջատասպան ակտիվու-
թյունը վնասատուների նկատմամբ, համեմատած ծնողական շտամերի հետ, զգալիո-
րեն բարձրացել է: Երկու կենսաբանորեն ակտիվ նյութերի՝ մելանինի և միջատասպան 
տոքսինների միաժամանակյա սինթեզը մեկ արտադրական պրոցեսում ապահովում է 
դրանց արտադրության շահութաբերությունը:  
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S. V. Avetisyan, M. H. Paronyan, S. S. Hovhannesyan, A. S. Hovsepyan 
 

Melaninogenic Strains of Bacillus thuringiensis:  
Prospects for Their Use 

 
Based on the insecticidal strains of Bacillus thuringiensis, a large collection of 

highly active melanin-synthesizing mutants that retained their insecticidal activity was 
obtained. The resulting bacterial melanin had high biological activity. Tests performed 
on various plants in vivo and in vitro have shown that bacterial melanin is a powerful 
stimulator of plant growth and development. The insecticidal activity of the obtained 
melaninogenic mutants of B. thuringiensis in relation to the pests compared to the 
parental strains significantly increased due to the photoprotective activity of the 
synthesized melanin. The simultaneous synthesis of two biologically active substances – 
melanin and insecticidal toxins - in one strain will ensure the profitability of their 
production. 
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