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Среди испытанных источников углеродного питания усвояемыми для культур- 
Вас. popilliae оказались трегалоза, глюкоза, фруктоза, лактоза, мальтоза, сахароза. 
Отмечена стимуляция вегетативного роста при внесении в среду барбитуровой, фума­
ровой и щавелевой кислот, повышающих также образование телец Костплоу. Обра­
зование типичных спор иа всех испытанных источниках углерода не отмечено.

Ключевые слова: Bacillus popilliae, углеродное питание.

Спорообразующие бактерии, объединяемые в вид Вас. popilliae, 
являются возбудителями так называемой молочной болезни японского 
жука и служат основой для выработки инсектицидных препаратов в 
борьбе с этим и другими особо вредоносными насекомыми [1, 2, 5, 15]. 
Перспективы использования культур данного вида в промышленном 
производстве бактериальных инсектицидных препаратов ограничены, 
поскольку до настоящего времени не выявлены условия получения 
массовой споруляции этих бактерий при выращивании их на искус­
ственных питательных средах. Выработка инсектицидного препарата 
из этих бактерий осуществляется в США, в малом количестве, весьма 
трудоемким путем: методом заражения личинок японского жука бакте­
рии инъецируются в гемолимфу, а затем, спустя 3 недели после гибели 
личинок, из них готовится препарат для практического применения. 
Культуры бактерий указанного вида представляют исключительный ин­
терес, поскольку они—при возможности их выращивания и споруляции 
на искусственных средах—могут служить основой для производства 
инсектицидных препаратов против таких видов насекомых, в борьбе с 
которыми эффективных средств практически не имеется.

Необходимо отметить, что лишь в последние годы достигнуты опре­
деленные успехи в выращивании культур Вас. popilliae со слабой сте­
пенью споруляции иа искусственных питательных средах [10—12]. Сле­
дует подчеркнуть также, что большие трудности по выращиванию куль­
тур Вас. popilliae на искусственных питательных средах не позволили 
изучить в полной мере физиологию питания этих бактерий, а многие дан­
ные по указанному вопросу оказались недостоверными и весьма разно­
речивыми.
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Не менее важно отметить,, что различные авторы использовали в֊- 
своих работах разные культуры бактерий, нередко резко отличавшиеся 
друг от друга, в особенности по вирулентности к насекомым.

В последние годы проведены детальные исследования биохимичес­
ких сдвигов в процессе выращивания культуры Вас. рорИИае [4], в 
том числе в условиях непрерывного вегетативного роста в проточных, 
культурах [13]. Выявлены и охарактеризованы экстрахромосомаль- 
ные ДНК, наличие которых может быть связано с регуляцией споро- щ 
токсинообразования [9].

Задачей наших исследований являлось изучение углеродного пита­
ния штаммов Вас. рорИИае различного происхождения.

Материал и методики. В работе были использованы 5 штаммов Вас. рорИИае. 
Штаммы 1883, 1884 и 1885 получены из Северной региональной станции Министерства 
с/х США в г. Пеория, а штаммы 1886 и 1887—из Лаборатории биологической борьбы в 
Ла Миньере (Франция). Опыты по определению углеродного питания Вас. рорИИае 
ставились и два этапа: первоначально методом ауксинографии на агаре в чашках Пет­
ри определялась качественная потребность в углеводах, далее на жидких питательных, 
средах методом титрации определялись оптимальные концентрации усвояемых углево­
дов с учетом вегетативного роста путем нефелометрпрования. Образование спор и 
параспоральиых включений учитывалось при помощи микроскопии живых препаратов.

Во всех опытах основной средой служила питательная среда ср. П, содержащая: 
К2ПРО4—0,6, глюкозу- 0,2, гидролизат казеина—1,5%, тиамин—400, биотин—2 мкг/л. 
Окончательный pH среды после стерилизации в течение 20 мин при 117°—7,4—7,5. Глю­
коза стерилизовалась отдельно, пропусканием через фильтр Зейтца и последующим 
добавлением в стерилизованную среду. Посевным материалом служила 24-часовая 
культура, также выращенная на жидкой питательной среде с гидролизатом казеина.

Испытанные штаммы выращивались на агаризсванных и жидких средах как в 
стационарных, так и глубинных условиях роста. Интенсивность роста определялась 
нефелометрически на ФЭКН-56, светофильтр № 7, кювета 3,08. В большинстве случа­
ев данные корректировались прямым счетом числа клеток в счетной камере Горяева.

Результаты и обсуждение. Предварительными опытами методом 
ауксинографии па агаризованной среде ср. П было установлено, что 
вегетативный рост всех испытанных 5-ти штаммов Вас. рорИИае стиму­
лируется глюкозой, фруктозой, трегалозой, лактозой, мальтозой, саха­
розой. Рост этих культур не стимулировался при внесении в среду 
других углеводов: арабинозы, рамнозы, ксилозы, галактозы, рибозы, 
целлобиозы, раффинозы, сорбозы, маннита, дульцита, сорбита, инулина, 
декстрина, арабитола, глицерина, а также при внесении растворимого 
крахмала, о чем указывалось другими авторами, в частности Датки [8], 
описавшим штамм Вас. рорИИае, для выращивания которого необходи­
мо добавление в среду 0,1%-ного растворимого крахмала.

В опытах на жидких средах наиболее выраженный ростовый эффект 
давало внесение глюкозы и трегалозы. Титр бактерий спустя 22 ч после 
инкубации па качалке достигал 11—15 млн кл/мл. Другие изученные 
углеводы, слабо стимулирующие рост в опытах, проведенных методом 
ауксинографии, особого действия не оказывали.

Нами было изучено влияние масел и жиров растительного и живот­
ного происхождения на вегетативный рост изученных 5-ти культур Вас.

Биологический журнал Армении, XXXIII.
103»‘



■рорЛНае. Было испытано внесение в среду ср. П 0,1֊֊1 %-ного кашало- 
тового жира, персикового, кукурузного, сливочного, подсолнечного, 
оливкового, касторового, камфорного, кедрового, лавандового масел. 
Во всех случаях никакой стимуляции роста исследованных культур не 
было отмечено. Подобный же негативный эффект дало испытание эфи­
ров—Твинов 20, 40, 60, 80.

Учитывая, что наиболее выраженный ростовой эффект был отме­
чен при использовании трегалозы, нами были проведены более деталь­
ные исследования с этим углеводом. Как видно из данных табл. 1, оп­
тимальной концентрацией трегалозы для всех изученных штаммов Вас. 
рорПИае является 0.2%. Однако отмечаются немалые различия у от­
дельных культур. Гак, штамм 1885 отличался наиболее выраженным 
ростом, почти вдвое более интенсивным, чем при применении 0,2%-ной 
глюкозы. В целом надо отметить, что трегалоза, по сравнению с глю­
козой, является более приемлемым источником углеродного питания. 
Очевидно, при этом, наряду с ростовым действием, она обладает также 

«свойством стабилизировать вегетативные формы Вас. рорПИае.
В работах ряда авторов [7] показана стимуляция роста Вас. рорП­

Иае барбитуровой кислотой, причем установлено, что эта кислота не 
■обладает специфическим спорогенным действием [14].

В наших опытах было установлено стимулирующее действие натри­
евых солей щавелевой, фумаровой и барбитуровой кислот, причем бо­
лее выраженным являлся эффект аммонийной соли щавелевой кисло­
ты. Однако увеличение титра вегетативных клеток не всегда коррели­
ровало с повышением количества спороподобных включений, трактуе­
мых как «тельца Костилоу». Наибольшее число подобных образований 
(10—15%) отмечалось при наличии в среде фумаровой кислоты в кон­
центрации 0,5%; при внесении в среду 0,1—0,5%-ной барбитуровой кис­
лоты эти образования составляли 20%.

Таблица 1 
Влияние различных концентраций трегалозы иа вегетативный рост 

некоторых культур Вас. рорПИае (инкубация в среде ср. П при 28°)

В опытах с внесением в среду щавелевой кислоты и ее солей уве­
личение числа телец Костилоу не отмечалось, хотя наблюдалась сти­
муляция вегетативного роста. Мы считаем, что во всех этих случаях 
истинные споры, характерные для Вас. рорПИае, при развитии этих бак-

Концентрация трегалозы 
в среде, %

Титр клеток, .млн.'мя

шт. 1883 шт. 1884 шт. 1885 шт. 1886 1 шт. 1887

1 ,0 13 29 13 12 16
0,5 10 33 13 13 16
0,2 21 37 16 14 20
0.1 16 19 12 11 12
0.06 7 9 10 7 ■ 10
0,02

Контроль (ср. П с 0,2%-нои глюко-
2 4 7 5 5

зой без трегалозы) 8 20 13 12 13
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терий в гемолимфе личинок японского жука на искусственных средах с 
отмеченными органическими кислотами почти не образуются. Многие 
другие органические и жирные кислоты (уксусная, лимонная, бензой­
ная, молочная, малеиновая, сульфаниловая, салициловая, борная, ян­
тарная, олеиновая, фталевая, стеариновая, винокаменная и Др.), испы­
танные в наших опытах, на рост и спорообразование культур Вас. ро- 
рИПае дейтвия не оказывали.

Необходимо отметить, что в наших опытах более выраженное рос­
товое действие на Вас. рорПИае отмечалось при наличии в среде 0,1 — 
0,2%-ной барбитуровой кислоты, а не 1%-ной, как сообщалось други­
ми авторами [7]. Сводные данные опытов с 2-мя культурами, харак­
терные для других изученных штаммов Вас. рорПИае, представлены 
на рис. 1.

Рис. 1. Рис. 2.
Рис. 1. Влияние барбитуровой кислоты на вегетативный рост культур 

Вас. рорПИае.
Рис. 2. Вегетативный рост культур Вас. рорПИае при различных концентра­

циях поваренной соли на среде ср. П (инкубация 22 ч при 30°).

Мы изучали влияние различных концентраций в среде с №СЬ на 
рост и развитие культур Вас. рорПИае, имея в виду указания в литера­
туре о подавлении вегетативного роста этих бактерий при наличии бо­
лее 1% такой соли [10]. Полученные данные, представленные схема­
тически на рис. 2, указывают, что наличие в среде ИаСИ нежелательно 
для роста культур бактерий Вас. рорПИае. Все исследованные нами 
штаммы фактически не развиваются при 3%-ной и более концентраци­
ях поваренной соли. Начиная с 0,1%-ной концентрации и выше посте­
пенно подавляется рост бактерий. Из испытанных штаммов сравнитель­
но более резистентной к содержанию поваренной соли является куль­
тура 1887. Учитывая полученные результаты во всех опытах по изуче­
нию физиологии питания культур Вас. рорПИае, нами использовались 
питательные среды без добавления поваренной соли.

Исследованиями ряда авторов [6, 14], а также нашими работами 
[3] было показано, что культура Вас. рорПИае при развитии нуждает­
ся во многих аминокислотах, а также в биотине и тиамине. Некото­
рые аминокислоты (серин, треонин, цистин) оказывают ингибирующее 
действие на рост культур этих бактерий [3]. В этой связи затрудни- 
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■тельна интерпретация данных по аминокислотному питанию бактерий 
Вас. рорПНае, в особенности при использовании их в качестве источни­
ков углеродного питания. Особенно трудно это сделать в опытах с при­
родными субстратами.

В процессе наших работ было испытано большое число различных 
естественных субстратов как источников углеродного, азотного, а так­
же витаминного питания. Наиболее благоприятное действие на вегета­
тивный рост всех испытанных штаммов Вас. рорПНае было установлено 
в опытах с использованием лактальбумина. Сводные данные этих опы­
тов представлены в табл. 2, согласно которой замена гидролизата ка­
зеина на лактальбумин заметно снижает интенсивность вегетативного 
роста бактерий. В то же время можно отметить, что добавление лакт­
альбумина в концентрациях 1,2֊ 1,8% наиболее благоприятно для срав­
нительно умеренного вегетативного роста культур Вас. рорПНае.

Таблица 2
Влияние различных концентраций лактальбумина на вегетативный рост 

Вас. рорПНае (учет роста спустя 24 ч при 30°)

Концентрация лактальбумина, %
Титр клеток, млн мл

шт. 1883 шт. 1884 шт. 1885 шт. 1886 шт. 1887

3,0
2,5
2.2
2,0
1,8
1,5
1 ,2
1,0
0,8
0,5
0,1

Контроль (ср. П без лактальбумина)

4,0
7,4
9,0
9,5

12,2
14,6
12,2
8,0
7,0
4,0 
0,1

17,6

5,2 
8,0

11,0 
н.о 
14,6 
17,5 
14,0 
11,7
8,5 
5,2 
1.7

38,0

5,2
8,6

10,0
9,2

13,5
15,7
13,0
10,0
8,0
5,1
1,0

32,0

5,1
7,5
8,5
8,5

13,5 
16,0 
12,2
9,0 
7,5
5.1
1,0

31,0

5,2 
6,2
8,4 

11,7 
13,0 
15,0 
13,0 
10,0
7,0 
4,4 
1,2

33,0

Нами были одновременно проведены специальные опыты по изуче­
нию оптимальных исходных показателей реакции среды для роста куль­
тур Вас. рорПНае. Данные опытов показали, что наиболее благоприятным 
является исходный pH среды 7,5. Вегетативный рост испытанных штам­
мов не имеет места при pH ниже 6,5 и выше 8,5. Что касается темпера­
туры, то, по данным наших опытов, оптимальной для изученных нами 
штаммов оказалась температура 30° (рис. 3). Рост культур отмечается

Рис. 3. Вегетативный рост культур 
Вас. рорПНае на среде ср. П при раз­

личных температурах.
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при 15—40°, вне указанных температурных режимов вегетативный рост 
Вас. рорПИае фактически не имеет места.

Большое влияние на рост и развитие клеток Вас. рорПИае оказыва­
ет аэраиия среды. Как правило, в условиях глубинного выращивания 
бактерии этого вида при аэрации среды интенсивно размножаются, в 
дальнейшем, спустя 18—24 ч, погибая.

В табл. 3 подытожены сводные данные, иллюстрирующие различия 
в интенсивности развития культур Вас. рорПИае в глубинных (качалка 
220 об/мин) и стационарных условиях выращивания на среде ср. П 
при 30°.

Рост культур Вас. popilliae в глубинных и стационарных условиях
Таблица 3

штаммов

Титр бактерий, млн/мл, спустя

24 ч 48 ч 72 ч

глубинный 
рост ПОКОЙ глубинный 

рост ПОКОЙ глубинный 
рост ПОКОЙ

1883 34 9 35 11 38 13
1884 38 18 39 20 41 21
1885 41 20 42 21 44 22
1886 35 10 37 11 39 12
1887 38 17 41 18 41 20

Данные табл. 3 показывают, что рост и развитие бактерий изучен­
ных штаммов фактически прекращается после 24-х часов. Микроско­
пия препаратов указывает на отсутствие споруляции, обильно выявля­
ются полиморфные клетки, большая часть которых является нежизнеспо­
собной. В этой, равно как и во всех остальных сериях опытов, нам не 
удалось отметить образования типичных спор и параспоральных вклю­
чений, которые обнаруживаются при развитии культур Вас. popilliae в 
гемолимфе личинок японского жука.

По-видимому, при росте культур Вас. popilliae на используемых 
питательных средах имеет место установленное нами [4] явление диа- 
уксии, и дальнейшие исследования в этой области должны быть направ­
лены на разработку сбалансированных сред с использованием специфи­
ческих условий культивирования и ростовых факторов.

Институт микробиологии АН АрмССР Поступило 12.VIII 1980 г.

BACILLUS POPILLIAE ԲԱԿՏԵՐԻԱՆԵՐԻ ԱԾԽԱԾՆԱՅԻՆ 
ՍՆՆԴԱՌՈՒԹՅՈՒՆԸ

II. Ն. ԲԱՂԴԱՍԱՐՅԱՆ, Զ- Դ. ԱՎԱԴՅԱՆ, է. Գ. ԱՖՐԻԿՅԱՆ

Փորձարկված նյութերից Bacillus popilliae կուլտուրաների համար որ- 
պես յուրացվող ա ծխ ա ծնի աղբյուր են հանդիսացել գլյուկոզը, ֆրոլկտոզը, 
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լակտոզը, մալտոզը և սախարոզր։ Ըարբիտուրաթթոլն, ֆումարաթթուն և 
թրթնջկաթթուն խթանիչ ազդեցություն են գործել BacillllS рОрПИЯб վեգետա­
տիվ աճման վրա, որոջ չափով ավելացնելով նրանց մոտ Q п и տ ի լո ո լի մար­
մինների առաջացումը։ ՓորՀարկված սննդամ իջավայրերի և սուբստրատների 
վրա տիսլիկ սպորների առաջացում չի նկատվել։

CARBON NUTRITION OF BACILIUS POPILLIAE

S. N. BAODASARIAN, Z. Q. AVAKIAN, E. G. AFRIKIAN

Glucose, fructose, lactose, maltose and sucrose are utilizable sources 
of carbon nutrition for Bacillus popilliae cultures among the substrates 
tested. Barbituric, fumaric and oxalic acids are stimulating action of 
the vegetative growth of Вас. popilliae with some enhancement of 
Costilow bodies formation. No case of typical spores production on the 
tested media and substrates has been observed.
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