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Получены и спцраклсрижнины рскомбинтпн этамапопжккых бактерий Ba
cillus thuringienxo subsp. wOeriac и ыЬзр саисансш <. испо.нломяисм метола фузии 
сфсропллстоп Показана моно ж я осп. получении рскомбинаш пых форм с копым 
спектром з|ггомоцндмо1о .iciiciMiia Рекомбинантные нпэммм օճ.է.սասւ кнсскпшнлпой 
активностью прении тутового ню каприла яГионноИ молн и боярышнины

11տացվէվ և րնուրազրվևյ Lli էնտոսոպարոզհն բակտերիաների BuaPuSl/iuriftpHinsis 
subfip ր}.մ1է>րաօ\\ I. sabtp caucesfcu^^, ոնկրւմրիէւանտ ձևեր սֆերոպլսատնհրի ֆուզիայի 
Եղանակով Bnijg ! ւր-րվէդ միջատասպան ազդնցւ՚ւթյաև նոր սպեկտրով հիբրիդ ձևերի 
ււտացման հնարավորությանը Ռևկոձրինանտ շտամնհրր օժտված են միջատասպան 
ակտիվարյամբ pphfini ;ճրամորրի խնձորենու ցէցի և ւպոճսյթիթհօի նկատմսճր

Using spbc։upU'.’A ftsivin method the гесогоЬшдШд of entonioruthngcnous bacteria 
Bacillus ihuringtcit.uj w!>sp gdlleriar and uibsp. Caucasian have been obtained and character
ized. Ihc possibility of receiving the recombinant forms with new spectrum of 
cntomopaUiogvuous activity has been shown. Recombinant зшиъ revealed insecticide action 
on larvae of Bomhu. тс/ri, Hyponumtuta maanellus Zell. and է/хдл՜д Cnanegt L

Энтомрпапюгенные бактерии - фузия сфероиластов - рекомбинанты - 
Bacillus thuringiensis

Энго.мопатогенные спорообразующие бактерии Bacillus thurmgiensis 
( ВТ) продолжают оставаться основным источником производства инсекти
цидных препаратов для борьбы с насекомыми - вредителями сельского 
хозяйства (2.3.6).

Развитие микробиометода тесно связано с поиском и выделением 
новых активных штаммов - продуцентов энтомонидных кристаллов, в 
основном из культур Bacillus ihunngieiisis Вылетслы и охарактсри юваны 
разновидности этих бацилл, активные против молей, непарного шелко
пряда. колорадского ж\ка. комаров, домашней мухи и пах тинного клеша 
11.5.7-9.14].

Успехи генетики и генетической инженерии открыли перспективные 
направления в области создания новых высоко флективных штаммов 
энтомопато-генных бактерии. С открытием способности сфсроиластов 
поглотать чужс|юдную ЛИК |11| появилась возможность их широкого 
использования и раСхпах по получению гибридных и |х.-комбин.тл гных форм 
микроорганиз-мов [13.15 17]

В данной раСютс представлены |м.*зу.н.тагы испольювания фучин 
е(|>е роил истов лля получения |>скомбиншпов НГ

Sfnmepum и чстмЫка <Х՝>.с։.г»։м ксслс.зомннн с у ж.tin upon ihn.iu пенные пппММЦ 
ВТ лчи пырлСннки npcn.ijviroB игтобиктсрим uibsp xfillertac и НИП w/.’ rp caucasicit 
(dt!nn\uulicnsvii Ikiuvii.iuiuiiiiHC lA.u.rspii ;ejh՝iinjxiH.inu n ><vt teemm IՆ.nyv iiixiiiukchoncirtJXJ 
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депонирования микробов (РЦДМ) как Bacillus rhurinxiensis subsp. усИепае ИНМИА-1000 и Ba
cillus thunngiertvs subsp. Caucasians ИНМИА.-&44 |4|

Для выращивания и поддержания культур использовали питательную среду МПА с 
добавлением (%): дрожжевой автолизах - 1,0. глюкоза ֊ 0,2, агар-агар 2.0. Конечный pH 
среды 7,0-7.2.

Ауксотрофность культур проверяли на минимальной среде ОСА (%). К.НРО, - 0.7, 
КН.РО, - 0,3, MgSO, - 0.01, (NH.).SO, - 0.1. NaCl 0.05. глюкоза 0.02 с 0.S-1.0% Difco 
агара.

Для получения и стабилизации протопластов использовали следующие среды: среда 
ССМ (%): сахароза - 34.23. яблочнокислый натрий - 0,71, MgCl. - 0.095, pH 6.5; среда ПС 
(%): панкреатический пиролизат казеина 1.5. К..НРО, - 0.7S,дрожжевой экстракт 0.5. 
глюкоза - 0,2, pH 7.0-7,2; среда ССМП: ССМ * ПС в соотношении 1:2.

Фузию сфсропластоп ВТ и отбор рскомбинпнгнЫх форм проводили ио схеме, 
представленной на рис. 1.

Суспензия сфгрш1.1>ст»а
ВТ subip.galleriae 

в 5 мл СС.МП

Суспензия сфероидного» 
ВТ mbip.caui-osicu.i 

в 5 мл CCMU

' 1.5 мл ил 40%-ого раствор։ ПЭГ

слвВ»г lUpftKuiuaMxe 1-2 мин. 
кояхапыя ц՝мпср»г?р»

Суспсидирйвзкир * 10 41 ССМП

Носе» s жидкую среду ы 
радмлеяие ВН-ПУ*

Рдссс» на шаровую среду БГС, 
разведение Ю'-Ю՜*

Рассев на агаровую среду БГС. 
ралведеиис Ю-'-Ю1, 

инкубация 3-4 дня, 30’

I'accth всех колоний 
на селективные среды 
метолом oroeiaiKcm, 

инкубации 3-4 дии, 30*

Рис. 1. Фузия и отбор рекомбинантов

Сфсропласты ВТ получали пот нозясйствисм лнчопима в конечной концентрации 10мг/ 
мл среды ССМП. Слияние сферопласго» осущеечмя in в присутствии полкэтиленгликоля 
(ПЭГ) в конечной концентрации 28% I я регенерации сфсропластоп использовали 
.максимальную гипертоническую срезу БГС (cmciii.hi.p.ici воры а. б и и) Ы'Сх2 (a) Na суктппнп 
- 135,075, панкреатический ։шра*шзат казеина - 15, К..НРО, - 3,5, К 11.1*0, 1.5. MgCl. 
0.047. дрожжевой экстракт 1.0. лизин U.02, pH 7.4, сгершнзакия O.Sai.M 20мин: (6) 
растворил, в 1л дистиллированной ноли 30г лгара Difco. стерилизация 1а:м 20м ни. (к) 40%- 
ный раствор глюкозы (холодная стерилизация) из расчета 0.2%

Физиолого-биохимические (копен пехчи и ростовые потребности изучали согласно 
методам по идентификации рода Bacillus |12). Ahthiviihhc свойств.։ определял и по метолу Де 
Баржак и Бомфуа [10J

Для определения знтомоцилной активности использовали следующие биотссты: 
гусеяида тутового шелкопряда Bombixmari L. 11I-1V возраста и личинки вошаной моли Galle
ria теЬпеПа L. VI-VII возрастов Iкпытаиия па личинках яблонной м<ии (liypwuimeuta malinella 
7ji11.) ибоярышницы (А/^па cratucy: I.) проводили о Институте зашиты pjcrvitnii МСХ Армении.

Биомассу испытуемых культу՝,։ нарабэтквати в жилкой среде МБП • 1% глюкозы 
Культуры выращивали при 37' и течение 24-38ч, на качалке с 200об/мип Испытуемые штаммы 
в указанных условиях образовывали 95-100% спор и кристаллов.

Результаты и обсуждение. С использованием жидкой питательной 
среды БГС, благоприятной для регенерации стирол ластов рекомбинантных 
<|юрм ВТsubsp. galleriac и subsp. caucasicus л при последующем рассеве на 
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агаризованной среде БГС были получены 463 колонии (в 3 чашках в 
разведении 1х10\ всего 32 колонии. 1х10՜7 - 3 чашки, всего 119 колоний 
и 312 колоний в разведении 1x1 О՜6). Все колонии методом отпечатков были 
пересеяны на селективные среды для отбора рекомбинантов по признаку 
измененной или утерянной ауксртрофности. Из общего числа колоний 
получено 27 штаммов, отличающихся от исходных форм ростом на 
минимальной среде ОСА. Все 27 штаммов при повторной проверке 
оказались стабильными протолюфами. 47 штаммов отличались способ
ностью расти на селективной среде с добавлением биотина и никотиновой 
кислоты, в то время как родительские формы в случае хорошего роста на 
этой же среде нс росли на среде ОСА—биотин - штамм ИН МИЛ-1000 и на 
среде ОСА4 никотиновая кислота - штамм И11МИА-844. Данные проверки 
витаминной зависимости полученных рекомбинантных форм подтвердили, 
что все 47 штаммов отличаются от исходных родительских форм 
одновременной зависимостью от биотина и никотиновом кислоты. 
Результаты подтвердились после трехкратно)! очистки отобранных шести 
рекомбинантов (Я) и проверки ауксотрофности всех расщепившихся 
клонов.

Изучение культуральных, морфологических, серологических и 
физиолого-биохимических признаков выявило следующее (табл. 1).

Таблица I. Дифференциальные признаки рекомбинантных штаммов, 
полученных фузией сферопластов культур ВТ хиЬьр.цаИепае и 

яиЬяр. саисаз։сих

Штаммы

Стро
ги в/ 

анти
ген

Фермен- 
тация 

салицина

Образование Зависимость от
ЛСОИ- 
шназы

у;х.՛- 
33 ы

плев
ки

ПИ1- 
меи ։а

био
тина

НИКО- 
гино- 

БОй 
К-7Н

бИО- 
ГИН.! + 

НИХ.
К-ТЫ

Исходный
ИНМИА-1000 5 + - + + -
Исходный
ИНМИЛ-844 10 - г • г ♦ - -
К-11 5+10 + + • - - +
К-12 5+10 + + -
К-16 5+10 1 + - - + -
R-17 5+10 + ь +
К-27 5+10 ■ т - - + •
R-46 5+10 + + + - + _______ 1

По морфологическим признакам полученные рекомбинанты сходны 
с родительскими формами; клетки палочковидные, грамноложительные, 
с округлыми концами, содержимое молодых особей гомогенно, со 
временем становится зернистым, образуются овальные споры через 1.5-2 
суток инкубации в МН Б при 32°, а процесс высыпания спор завершается 
к 48-72ч. Но ходу спорообразования в клетках образуются белковые 
параспоральные включения - дельта-токсины ромбовидной <|юрмы Между 
полученными культурами имеются различия в количестве образования спор 
и токсинов, а также в величине кристаллов.

Серологические исследования выявили агглютинацию всех 
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рекомбинантов с Н-антисыворотками В'! серотипов 5 и 10. Исходные 
штаммы ссротипизоровалиеь - пи. ИИ МИД-1000 серотипа Н5 и шт. 
ИН М ИА-844 серотипа НГО.

По большинству физиолого-биохимических признаков отмечается 
идентичность рекомбинантов с родительскими штаммами; хороший рост 
при pH 5,7. 7% №аС1, гидролиз крахмала. образуют ди гидрокси ацетон, 
ацстилмстилкарбинол. От родительского штамма ИНМИА-1000 рекомби
нанты наследовали такие важные свойства, как <|>ерментиция салицина, 
наличие Н-антигена серотипа 5. зависимость от никотиновой кислоты я 
отсутствие образования пленки при |юстс в жилкой среде. По продуци
рованию лецитиназы и пигмента, отсутствию образования уреазы, зави
симости от биотина, наличию П-антигена серотипа 10 и синтезу параспо- 
ральных включений ромбовидной формы рекомбинанты сходны с другим 
донором - штаммом ИНМИА-844.

Рекомбинантные <|юрмы характеризуются одинаковыми с родитель
скими шаммами потребностями в сахарах; они усваивают рибозу, глюкозу, 
фруктозу, галактозу, целлобиозу, мальтозу, трегалозу, инулин, глицерин, 
лимонную, янтарную, олеиновую кислоты. Нс усваивают ксилозу, 
рамнозу, арабинозу, сорбозу, лактозу, сахарозу, раффипозу, дульцит, 
маннит, сорбит, щавелевую кислоту. Незначительные отличия отмечены 
у 4 штаммов, которые дополнительно усваивают салициловую, молочную, 
малеиновую, фумаровую кислоты, а из сахаров - арабинозу, рибозу, дуль
цит.

Вее рекомбинанты характеризуются одинаковой подверженностью 
действию антибиотиков и идентичностью с исходными формами: рост 
родительских и рекомбинантных форм угнетался большинством исполь
зованных препаратов антибиотиков; устойчивость была отмечена к 
пенициллину, полимиксину, колистину, гризеофульвину. амфомицнну, 
субтилину и колимииину.

Сочетание вышеуказанных признаков, а также одновременная 
зависимость от био։ ина и никотиновой кислоты и наличие 2 Н-ан тигенов 
серотипов 5 и 10 даст нам основание заключить, что выделенные штаммы 
являются рекомбинантными и отличаются от родительских форм наследо
ванием признаков исходных штаммов.

Результаты изучения знтомопилной активности рекомбинантных 
форм выявили частичную вирулентность штаммов А-/7 и Я-27 к вощаной 
моли (20% гибель личинок на 7 день подкормки) и безвредность штаммов 
Л-46, Я-4, К-!6. R 12. Все 6 рекомбинантных культур вызывали 100%- 
ную гибель гусениц тугоного шелкопряда. На основании изучения 
комплекса физиолого-биохимических, серологических, морфологических 
и инсектицидных свойств напученных рекомбинантных форм был стхбран 
штамм Я-27 и передан на испытание в Институт защиты растений. 
Указанный штамм вызывал 90%-ную । ибель личинок яблонной моли на 4 
день испытаний и 100%-иую смертность боярышницы.

219



С Л. Багдасарян. 3JC. Африкян

ЛИТЕРАТУРА
1. Андреева И.В., Штерншис М.В. Защита растений. 11, 41-42, 1995.
2. Африкян Э.К. Энтомопатогенные бактерии и их значение. 420, Ереван, 

1973.
3. Африкян Э.К. Успехи микробиологии, 10, 142-172, 1975.
4. Африкяна ЭВ.. Хачатурян АЛ. (ред.) Каталог культур микроорганизмов. 

Изд-во “Гитутюн” НАН Армении, 260, Ереван, 1996.
5. Григорьева Т.М.. Кузнецова Н.И., Шагов Е.М., Азизбекян Р.Р. 

Биотехнология, 9-10, 7-10, 1994.
6. Гулий В.В., Теплякова Т.В., Иванов Г.М. Микроорганизмы, полезные 

для микробиометода. Новосибирск, 1981.
7. Кузнецова II.И.. Смирнова ТЛ.. Шамшина Т.Н., Ганушкина JIA, 

Азизбекян Р.Р. Биотехнология, 3-4, 11-14, 1995.
8. Швецов В.В.. Щелкова Е.В.. Жиглецов С.К. Патент РФ N2033721, 1995.
9. Afrikian E.G. In: Bioprocess Engineering. Ellis Horwood Ltd, Chichester, 

276-290, 1989.
10. Barjac II., de Bonnefoi AA. Entomophaga, 7, 1, 1962.
11. Fodor K.. Demiri E., Alfoldi L. J. Bacteriology, 135. 68-70, 1979.
12. Gordon R.E., Haynes W.C.. Pang C.H.W. The Genus Bacillus. USDA, 

Washington, 283, 1972.
13. Harris H. Cell Fusion. 1970.
14. Lopez-Meza J.E., Federic: B.N.. Johnson J.J.. Ibarra J£. FEMS Microbiol. 

Lett., 134, 2-3, 195-201, 1995.
15. Mu Guojun, Dong Yukun, Huang Guanhul Weishengwu Xucbao -Acta 

Microbiol. Sin., 35, 5, 322-326, 1995.
16. Schaeffer P„ (’ami B.. Hotchkiss RD. Proc. Natl. Acad. Sei. USA, 73, 

2151-2155, 1976.
17. Zou Hua. Mi Tiejuan, ZhangZhongze, Su Fengyan, Hao Dongmei, Wang 

Yuying, Oing Gino Weishengwuxue tongbao=Microbiology. 34, 4, 310- 
315, 1994.

/ forty ли. i.i I8.V.I99?

220


