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Благодаря способности продуцировать параспоральный кристалл 
(3-эндотоксин), обладающий инсектицидной активностью, спорообра­
зующие бактерий Bacillus thuringiensis в настоящее время широко 
употребляются для биологической борьбы с насекомыми-вредителями. 
Большая часть исследованных штаммов В. thuringiensis патогенна 
для личинок насекомых отряда чешуекрылых ('). Исключение состав­
ляет 5-эндотоксин, продуцируемый штаммами серотипа Н-14 В. thurin­
giensis subsp. israelensis и сильно токсичный против личинок комаров 
и мошек (2). Общим свойством культур В. thuringiensis является на­
личие в клетках экстрахромосомальных плазмидных ДНК, сильно 
различающихся по молекулярным массам (зл). В некоторых случаях 
было показано наличие в составе высокомолекулярных плазмид гена, 
кодирующего о-эндотоксин (se).

Молекулярное клонирование последовательностей, кодирующих 3- 
эндотоксин, показало, что в некоторых штаммах ген локализован на 
плазмидах, а в случаях штаммов других серотипов, например, В. thu­
ringiensis subsp. berliner, как в составе хромосомы, так и на плазмиде 
(•““). Анализ ряда штаммов В. thuringiensis показал множественную 
локализацию и дивергенцию генов 3 -эндотоксина, а также существен­
ные различия как по уровню, так и по спектру энтомопатогенной 
активности к8 Характерным для культур В. thuringiensis является 
также появление параспорального кристалла только на стадии спору­
ляции культуры (13). Полученные данные указывают на сложный ха­
рактер регуляции активности генов 3-эндотоксина у разных штаммов 
В. thuringiensis.

Возможным вариантом регуляции активности гена может быть 
увеличение дозы гена, что позволит в ограниченное время продуциро­
вать большее количество белка, необходимое для формирования кри­
сталла.

Для выяснения такой возможности мы изучили спектр экстрахро­
мосомальных ДНК В. thuringiensis subsp. israelensis на разных ста­
диях развития синхронизированной культуры бактерий. Для бактерий 
серотипа Н-14 показана локализация гена 3 -эндотоксина на одной из 
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высокомолекулярных плазмид (։<), поэтому особое внимание привле­
кает их поведение в процессе развития бактерий.

В работе использованы два штамма серотипа Н-14 В. thuringiensis 
из коллекции Института микробиологии АН АрмССР (ИНМИА): 
ИНМИА-1125 (типовой штамм, полученный из Института Пастера. 
Париж) и оригинальный штамм ИНМИА-477, описанный нами ранее 
(IS).

Синхронизированные бактерии выращивались в глубинных усло­
виях в конических колбах (250 мл) по 20 мл в среде, содержащей 
(г/л): гидролизат рыбный—20,0 MnSO4—0,002, pH 7,2- Культуры ин­
кубировались на круговой качалке 250 об./мин при 30°. Пробы отби­
рали через определенные промежутки времени. Одновременно прово­
дили микроскопию нативных препаратов в фазово-контрастном мик­
роскопе для определения стадии развития культуры. Выделение плаз- 
мидных ДНК проводили по методу (16) с модификациями (♦).

Анализ плазмидных ДНК проводили электрофорезом в 0,7 %-ном 
агарозном геле (18X18X0,3) в буфере 40 мМ трис СН3СООН, 
50 мМ CH3COONa, 1 мМ ЭДТА, pH 7,4, 16 ч при 30 В. После окра­
шивания геля бромидом этидия (0,5 мкг/мл) молекулы ДНК визуа­
лизировали по их свечению в ультрафиолетовом свете.

Ранее в прямых экспериментах по клонированию гена о-эндоток­
сина из В. thuringiensis subsp. israelensis (н) было показано, что 
ген i-эндотоксина локализован в Hind III фрагменте плазмиды с моле­
кулярной массой 72—75 MD. В связи с выяснением вопроса о механиз­
мах регуляции активности генов, кодирующих эндотоксин, мы просле­
дили за поведением высокомолекулярных плазмид В. thuringiensis 
subsp. israelensis на различных стадиях развития культуры. Одновре­
менно исследовались два штамма серотипа Н-14. Синхронизирован­
ные культуры двух штаммов—ИНМИА-1125 и ИНМИА-477—подра­
щивались в одинаковых стандартных условиях. Через определенные 
промежутки времени отбирали пробы для фазово-контрастной микро­
скопии с целью определения стадии развития культуры. Пробы отби­
рались через 5, 9, 13, 17, 21 ч с начала развития культуры. В случае 
обоих штаммов при макроскопии точек через 5, 9, 13 ч наблюдались 
вегетативные клетки, часто в цепочках по две-три клетки, с гомоген­
ным содержанием. 17-часовые пробы содержали вегетативные клетки 
в ^ачале споруляции, с гранулированным содержимым, в отдельных 
случаях (штамм ИНМИА-477) наблюдалось образование кристаллов 
и спор. В пробах, отобранных на 21-ом ч развития культур, наблюда­
лись спорулирующие клетки с включениями; в случае штамма 
ИНМИА-477 встречались частично выпавшие споры. Мы предполага­
ем, что скорость развития штамма ИНМИА-477 несколько выше, чем 
типового штамма ИНМИА-1125, однако количественные расчеты тем­
пов роста и развития культур не проводились-

Одновременно с микроскопией в те же моменты времени отби­
рались пробы для выделения плазмидных ДНК. Для выделения от­
биралось примерно одинаковое количество клеток, определяемое по 
оптической плотности культур при 650 нм.

141



На рисунке приведены электрофореграммы гелей, содержащих 
плазмидные ДНК, выделенные на различных стадиях развития куль­
туры. Видно, что между штаммами наблюдаются определенные раз­
личия. В случае штамма ИНМИА-1125 (рисунок ,а) на всех стадиям 
развития выявляется один и тот же спектр плазмидных ДНК.

- ............................... \

5 6 313 ГГ Их

Электрофоретическое разделение экстрахромосомальных ДНК клеток В.
Изипп^ег^з, выделенных па 5, 9, 13, 17 и 21 ч развития культур- а-штамм 

ИНМИА-1125; б—штамм ИНМИА-477

В плазмидном спектре штамма ИНМИА-477 (рисунок ,5) наблю­
даются некоторые изменения. Если в случае плазмидных ДНК, выде­
ленных на более поздних стадиях, обнаруживается или одна, или две 
полосы ДНК в зоне фореза, где локализуются высокомолекулярные 
ДНК, то при выделении плазмид на ранних стадиях развития куль­
туры (5 ч) высокомолекулярные плазмиды не обнаруживаются. Тот 
факт, что для выделения плазмидных ДНК всякий раз отбиралось 
одинаковое количество клеток, указывает на то, что наблюдаемое 
различие не является артефактом.

Мы предполагаем, что в исследованном нами штамме ИНМИА-477 
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во время вегетативной фазы развития культуры, в период подготовки 
клеток к споруляции и синтезу 5-эндотоксина, происходит амплифи­
кация плазмиды, несущей ген <-эндотоксина. Возможно, такая ампли­
фикация необходима для обеспечения массированного синтеза белка 
эндотоксина во время образования кристалла.

Следует отметить, что наблюдаемые различия в поведении высоко­
молекулярных плазмид коррелируют со степенью токсичности штам­
мов: препараты й-эндотоксина из штаммов ИНМИА-477 примерно в 
50 раз токсичнее для личинок двукрылых по сравнению с типовым 
штаммом ИНМИА-1125 (17).

Изменения в количестве копий плазмидной ДНК были показаны 
ранее для В. thuringiensis subsp. galleriae, выращиваемых в различ­
ных питательных средах (18), что указывает на нестабильное, состоя­
ние плазмид, несущих ген <-эндотоксина.

Дивергенция генов о-эндотоксина (10), локализация их как на 
высокомолекулярных плазмидах, так и на хромосомной ДНК (8), не­
давнее обнаружение в окружении гена повторяющихся обращенных 
последовательностей i’’՛11), а также различная активность токсинов 
у разных штаммов,—все это указывает на сложный характер регуля­
ции активности £ -эндотоксина в клетках. Подтверждением сказанно­
го являются также данные, полученные при экспрессии генов о-эндо- 
токсина в Е. coli. Уровень экспрессии генов в Е. coli значительно 
ниже, чем у исходного штамма бацилл (8-в). Это также указывает на 
то, что в клетках Bacillus thuringiensis имеются дополнительные сис­
темы регуляции, приводящие к аномально высокому уровню экс­
прессии белка. Одной из таких систем может быть амплификация 
плазмиды, несущей структурный ген 5-эндотоксина.

Мы предполагаем, что нам удалось обнаружить подобный меха­
низм регуляции активности гена Я -эндотоксина в случае штамма 
ИНМИА-477.
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Bacillus thuringiensis H-14 սերոտիպի կուլտուրայի 
էքստրաքրոմոսոմսւլ ԴՆԹ սպեկտրի փոփոխությունները' կախված 

զարգացման փուլից

Նկարագրված է Bacillus thuringlenS Տ H-14 սերոտիպի շտամ- 
ների էքստրաքրոմոսոմալ ԴՆԹ֊ի սպեկտրի կապը կուլտուրայի զարգացման 
փոլլէ,9։ Ցույց է տված 0 ֊էնդոտոքսինի գենը պարունակող րարձրմո լե կուլ­
եր պլա զմի գների տարբերությունը։ Առաջարկված է Հ-էնդոտոքսինի գենի 
ակտիվության կարգավորման հնարավոր մեխանիզմներից մեկը։
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