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 Одной из основных продовольственных сельскохо-
зяйственных культур в России является картофель, и 
борьба с колорадским жуком, способным в ряде случа-
ев полностью уничтожить листовой покров картофеля и 
других пасленовых и привести к полной или значитель-
ной потере урожая, относится к числу наиболее важных 
задач защиты растений в нашей стране. В рамках про-
екта МНТЦ № 0363 «Разработка биопестицидов нового 
поколения» нами проводились исследования, направ-
ленные на создание эффективных микробиологических 
средств контроля численности этого вредителя сельско-
хозяйственных культур. 

Штаммы Bacillus thuringiensis  
как продуценты энтомотоксинов 

 При разработке систем интегрированной защиты 
растений, обеспечивающих высокий выход высококаче-
ственной и экологически чистой сельскохозяйственной 
продукции, особое внимание уделяется методам биоло-
гического контроля численности насекомых. Одними из 
наиболее эффективных и широко применяемых (около 
90�95% рынка биопестицидов) средств борьбы с вред-
ными насекомыми являются препараты на основе грам-

положительной спорообразующей бактерии Bacillus 
thuringiensis (Bt), обладающей способностью формиро-
вать при споруляции параспоральные (локализованные 
рядом со спорой) кристаллические включения белковой 
природы [1]. 
 Кристаллические белки, или δ-эндотоксины, подраз-
деляемые на два мультигенных семейства � Cry- и Cyt-
белки [2], и обусловливают, главным образом, инсекти-
цидную активность Bt, хотя многие штаммы этой бакте-
рии продуцируют и другие факторы активности в отно-
шении насекомых. Из них наиболее заметное влияние 
на активность оказывает термостабильный β-
экзотоксин, токсичный для насекомых, устойчивых к 
кристаллическим белкам Bt [3]. Определенный вклад в 
вирулентность могут вносить также фосфолипазы, про-
теазы, хитиназы и так называемые VIP-токсины � бел-
ки, секретируемые во время фазы вегетативного роста 
клеток Bt [4�6]. С момента первого описания (в 1901 г.) 
бактерии, которая может быть отнесена к Bt [7], из раз-
личных природных источников, включая почву, насеко-
мых, листья и хвою растений, выделены тысячи при-
родных изолятов этой бактерии [8�13], различающихся 
по физиологическим, морфологическим и серологиче-
ским (воздействие на антитела) характеристикам. 
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 Разнообразие штаммов Bt, очевидно, обусловлено 
возможностью переноса их генов как путем трансдукции 
при фаговом заражении [14], так и в результате конъю-
гации [15]. Высокая эффективность передачи ряда 
конъюгативных плазмид Bt продемонстрирована не 
только при совместном культивировании штаммов этой 
бактерии на твердых или жидких средах в лабораторных 
условиях, но и в почве и личинках насекомых [16]. 
Штаммы Bt могут обмениваться генетическим материа-
лом и с другими бактериями как близкородственными 
(B. cereus, B. anthracis), так и генетически более уда-
ленными (B. subtilis, B. megaterium, B. Sphaericus и др.) 
[17]. Генетическая пластичность Bt связана также с 
наличием в ее геноме разнообразных транслоцируемых 
генетических элементов � транспозонов и IS-элементов 
[18]. Следует отметить, что в подавляющем большинстве 
случаев детерминанты кристаллического белка являются 
плазмидными генами и могут также входить в состав 
транспозонов [19, 20]. 
 Различные штаммы Bt (часто даже из одного серо-
варианта) значительно отличаются по спектру инсекти-
цидного действия и токсичности продуцируемого ими кри-
сталлического белка. Это связано как с большим разнооб-
разием δ-эндотоксинов, синтезируемых разными штамма-
ми Bt, так и с продукцией в клетках одного штамма па-
распоральных включений, содержащих несколько раз-
личных инсектицидных белков [21, 22]. 
 Существовавшая до 1998 г. классификация δ-эндо-
токсинов Bt основана главным образом на специфично-
сти их действия [23]. Согласно этой классификации δ-
эндотоксины подразделяются на четыре группы: CryI � 
токсичные для личинок насекомых отр. Lepidoptera; CryII 
� токсичные для личинок насекомых двух таксонов 
Lepidoptera и Diptera; CryIII � токсичные для личинок 
Coleoptera; CryIV � токсичные для личинок Diptera. Но, 
как оказалось, эта система не может описать все разно-
образие δ-эндотоксинов Bt, поэтому была предложена 
новая система каталогизации пестицидных белков Bt, 
основанная на степени их эволюционной дивергенции 
[2]. Следует подчеркнуть, что авторы новой классифи-
кации предпочитают называть δ-эндотоксины Bt пести-
цидными, а не инсектицидными белками, так как описа-
ны несколько кристаллических белков Bt, активных в 
отношении вредителей, не являющихся насекомыми [1]. 
 Пестицидные белки, входящие в состав кристалли-
ческих включений Bt, являются протоксинами. Меха-
низм их действия включает растворение кристаллов в 
кишечнике насекомых, протеолитическое расщепление 
протоксинов до токсинов, связывание токсинов со спе-
цифическими рецепторами и формирование ими пор в 
мембранах клеток кишечника, что может приводить 
либо к нарушению клеточного гомеостаза, либо к лизису 
клеток и разрушению эпителия кишечника насекомых 
[24, 25]. 
 δ-Эндотоксины растворимы в водно-щелочных сре-
дах при рН > 0 и водно-кислых средах при рН < 3. Ще-
лочные условия в кишечнике насекомых отр. Lepidoptera 
способствуют растворению кристаллических белков 
[26]. В кишечнике насекомых отр. Coleoptera, чувстви-
тельных к Cry3A-белку, рН составляет 4�5 [27, 28]. 
Очевидно существуют дополнительные условия, спо-
собствующие растворению этого токсина в кишечнике 
колорадского жука и других жесткокрылых. 

 Преимуществами биопестицидов на основе Bt по 
сравнению с химическими инсектицидами являются 
отсутствие загрязняющих остатков, высокая специфич-
ность действия, обусловливающая их безопасность для 
нецелевых организмов, и сравнительно низкая стои-
мость процедур, требуемых для регистрации их в каче-
стве средств защиты растений [29, 30]. Вместе с тем они 
имеют ряд недостатков, в частности, сравнительно 
узкий спектр действия, слишком короткое время жизни, 
высокую стоимость, что не позволяет им стать полно-
ценной альтернативой химическим агентам борьбы с 
насекомыми. Для преодоления указанных недостатков 
используются различные подходы. Так, например, 
уменьшение стоимости производства биопестицидов 
может быть достигнуто и достигается за счет оптимиза-
ции условий выращивания бактерий и использования 
более дешевых питательных сред. Для увеличения вре-
мени действия инсектицидных белков Bt в состав рецеп-
тур вводят специальные добавки. Клеточная стенка 
также может служить фактором защиты δ-эндотоксинов 
от инактивации при использовании в качестве их проду-
центов неспорогенных (утративших способность обра-
зовывать споры) вариантов Bt или рекомбинантных 
штаммов с cry-генами, полученных на основе неспоро-
генных бактерий [31, 32]. Для повышения эффективно-
сти действия и/или расширения спектра пестицидной 
активности конструируют штаммы Bt, содержащие оп-
ределенные комбинации детерминантов кристалличе-
ских белков [33]. Усиление активности некоторых соче-
таний токсинов Bt достигается за счет синергетического 
эффекта [34, 35]. В ряде случаев активность штамма Bt 
против насекомых-мишеней может быть повышена в 
результате увеличения продукции специфического ток-
сина за счет элиминации из бактериального генома 
детерминантов балластных кристаллических белков или 
в результате увеличения эффективности экспрессии 
гена δ-эндотоксина путем изменения его дозы, замены 
промоторов и т. д. [36�39]. 
 Некоторые из этих подходов были использованы 
нами для конструирования рекомбинантных штаммов � 
продуцентов энтомотоксинов против колорадского жука 
Leptinotarsa decemlineata и создания новых препаратов 
на их основе. 

Конструирование рекомбинантных штаммов Bacillus 
thuringiensis 

 В список микробиологических средств, рекомендуе-
мых в России для борьбы с колорадским жуком, входит 
ряд препаратов на основе штаммов Bt. Действующим 
началом этих биопестицидов являются β-экзотоксин в 
препарате Битоксибациллин, производимом на основе 
штаммов Bt subsp. thuringiensis, и Coleoptera-
специфический δ-эндотоксин (инсектицидный белок 
Cry3A-типа) в препаратах Новодор, Децимид и Колора-
до, получаемых на основе штаммов Bt subsp. morrisoni. 
Механизмы действия Cry3A-белка и β-экзотоксина со-
вершенно различные, и можно было предположить, что 
штамм, способный синтезировать оба этих токсина, 
должен превосходить известные штаммы Bt по активно-
сти против колорадского жука и вероятности появления 
резистентных популяций этого вредителя.  
 Для конструирования такого штамма нами был кло-
нирован ген cry3A, который был затем субклонирован 
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в составе транспозона Tn917cat и после транслокации 
транспозона Tn917-cry3A в конъюгативную плазмиду в 
клетках Bt subsp. morrisoni DC передан путем конъюга-
ции в клетки полученного нами ранее некристаллогенно-
го варианта штамма Bt subsp. Thurin-giensis 98 � произ-
водственного штамма-продуцента Битоксибациллина 
[40]. Синтезированный штамм обозначен нами как 
subsp. thuringiensis IPM-37 (табл. 1). Результаты опре-
деления инсектицидной активности этого штамма 
(табл. 2) свидетельствуют, что она в 3,5�4 раза выше 
активности штаммов � продуцентов Новодора и Биток-
сибациллина, очевидно, благодаря синергетическому 
эффекту действия двух энтомотоксинов, синтезируемых 
IPM-37. 
 Препарат Битоксибациллин часто используется для 
борьбы не только с колорадским жуком, но и чешуекры-
лыми вредителями растений. Штаммы, на основе кото-
рых производят этот биопестицид, синтезируют только 
один Lepidoptera-специфический белок (Cry1Ab), имею-
щий сравнительно узкий спектр действия. Для увеличе-
ния инсектицидной активности создаваемых препаратов 

� аналогов Битоксибациллина в клетки его продуцента 
Bt subsp. thuringiensis 98 была перенесена cry-плазмида 
Bt subsp. kurstaki HD-73. Полученный рекомбинантный 
штамм (98-I) продуцирует δ-эндотоксины Cry1Ab и 
Cry1Ac, суммарное действие которых обеспечивает 
более широкий по сравнению с производственными 
штаммами спектр активности этого штамма против че-
шуекрылых насекомых. 
 Трансформация клеток Bt subsp. kurstaki HD-73 ДНК 
плазмиды pTV241 [40], несущей ген cry3A, позволила 
получить штамм, обозначенный нами как IPM-46 � 
продуцент Lepidoptera- и Coleoptera-специфических 
белков. Хотя уровень продукции Coleoptera-
специфического белка Cry3A в этом штамме ниже, чем в 
штамме-продуценте препарата Новодор, активность 
рекомбинантного штамма против колорадского жука 
значительно выше, чем активность производственного 
штамма: их величины ЛК50 различаются в шесть раз (см. 
табл. 3). В штамме IPM-46 присутствие Cry3A не влияет 
на активность Cry1A против чешуекрылых. В то же вре-
мя Cry1A усиливает активность Cry3A. Механизм усиле-

Таблица 1 

Рекомбинантные штаммы Bacillus thuringiensis, активные против жесткокрылых 

Штамм Продуцируемые энтомот 
оксины 

Специфичность δ-эндо-
токсинов* 

subsp. thuringiensis IPM-37     Exo; Cry3A      Coleoptera 
subsp. thuringiensis 98-I     Exo; Cry1Ab; Cry1Ac      Lepidoptera 

subsp. kurstaki IPM-46     Cry1Ac; Cry3A      Lepidoptera; Coleoptera 

subsp. thuringiensis 98-II     Exo; Cry1Ab; Cry1Ac;Cry3A      Lepidoptera; Coleoptera 

* Против каких групп насекомых δ-эндотоксин активен. 

Таблица 2 

Инсектицидная активность рекомбинантных и производственных штаммов  
Bacillus thuringiensis против личинок колорадского жука 

Штамм Инсектицидная активность ЛК50 

subsp. thuringiensis IPM-37 (рекомби-
нантный штамм) 

0,21% КЖ* 

subsp. Tenebrionis 
(продуцент Новодора) 

0,86% КЖ 

subsp. thuringiensis 98 (продуцент  
Битоксибациллина) 

0,82% КЖ 

              *КЖ � культуральная жидкость.

Таблица 3 

Продукция δ-эндотоксинов и инсектицидная активность штаммов Bacillus thuringiensis против личинок колорадского 
жука 

Штамм Концентрация δ-эндотоксина,  
мг/мл 

Инсектицидная активность (ЛК50), 
споры/мл 

 Cry3A CryAc  

   subsp. kurstaki HD-73             �           0,6                       � 
   var. tenebrionis 1516             1,3           �                       6,1·106 
   subsp. kurstaki IPM-46             0,9           0,9                       1,0·106 
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ния Coleoptera-специфической активности Сry3A-белка 
в присутствии Lepidoptera-специфического Cry1A-
токсина пока не ясен. Можно лишь предположить, что 
позитивный эффект влияния Cry1A на токсичность 
Сry3A является следствием межмолекулярных взаимо-
действий этих белков при формировании поры в кле-
точной мембране кишечника личинок колорадского жу-
ка. При этом Cry3A обеспечивает, по-видимому, связы-
вание с рецепторами, а Cry1A � собственно порообра-
зование. Если также предположить, что значительно 
более низкий уровень инсектицидной активности Cry3A, 
чем многих других инсектицидных белков Bt, в том чис-
ле и Cry1A, связан в основном с его низкой пороформи-
рующей способностью, то эти два допущения позволя-
ют объяснить, почему Cry1A усиливает активность 
Cry3A, а Cry3A не влияет на токсичность Cry1A.  
 В результате транслокации варианта транспозона, 
содержащего детерминант Cry3A-токсина, в геном конь-
югативной плазмиды Bt subsp. kurstaki HD-73 и переноса 
модифицированной плазмиды в клетки Bt subsp. 
thuringiensis 98 сконструирован также рекомбинантный 
штамм (98-II), способный синтезировать β-экзотоксин и 
δ-эндотоксины Cry1Аb, Cry1Аc и Cry3A типов. 

Конструирование продуцентов инкапсулированных  
биоинсектицидов 

 Конкуренцию штаммам Bt как продуцентам Сry-
белков могут составить другие бактерии. Среди них 
наиболее перспективными считаются представители 
рода Pseudomonas. Их потенциальные преимущества � 
сравнительно небольшая продолжительность фермен-
тации и дешевый питательный субстрат, снижающие 
себестоимость производства, и возможность получать 
на основе этих продуцентов так называемые инкап-
сулированные биопестициды с увеличенным в не-
сколько раз временем эффективного действия [41]. 
Пролонгирование биологической активности в этом 
случае связано с тем, что в отличие от препаратов на 
основе споро-кристаллических комплексов Bt, где 
кристаллы белка находятся во внеклеточном состоя-
нии, в этих биопестицидах δ-эндотоксин локализован 
внутри клеток и защищен от действия повреждающих 
факторов клеточной оболочкой. Такие препараты на 
основе убитых клеток превосходят биопестициды на 
основе Bt и по степени экологической безопасности. 
К недостаткам многих препаратов на основе Bt сле-
дует отнести загрязнение окружающей среды спора-
ми. 
 Естественно, что указанные преимущества могут 
быть реализованы в полной степени только в том 
случае, если новые продуценты не будут уступать Bt 
по уровню синтеза δ-эндотоксина. Однако, как из-
вестно, использование генно-инженерных штаммов в 
производстве сталкивается с определенными труд-
ностями из-за их высокой сегрегационной и структур-
ной нестабильности в условиях эффективной экс-
прессии детерминанта целевого продукта. Клониро-
вание чужеродных генов в составе векторов для 
регулируемой экспрессии позволяет контролировать 
процесс их экспрессии, делает возможным проведе-
ние ферментации в две стадии (стадия I � накопле-
ние клеточной биомассы, стадия II � синтез продук-
та клонированного гена) и, таким образом, значи-

тельно снижает отрицательные последствия 
сверхсинтеза целевого продукта, требующего 
максимальной мобилизации клеточных ресурсов. 
 Этот подход был применен нами для создания на 
основе почвенной грамотрицательной бактерии Pseu-
domonas putida альтернативного продуцента Cry3A-
белка. Основой для конструирования вектора для cry3A-
гена служила плазмида pNM185 [42], содержащая промо-
тор Pm и ген xylS � элементы регуляции группы генов 
псевдомонадной TOL плазмиды pWWO, детермини-
рующих деградацию ароматических соединений [43]. 
Выбор системы Pm/XylS для контроля экспрессии cry-
гена обусловлен тем, что она может быть индуцирована 
низкими концентрациями дешевых индукторов � раз-
личных бензоатов. Кроме того, система индукции и реп-
ликон pNM185 имеют широкий круг хозяев, и рекомби-
нантные плазмиды, сконструированные на ее основе, 
могут быть переданы в клетки бактерий различных ро-
дов, что существенно облегчает задачу создания новых 
продуцентов. Наличие в структуре pNM185 mob-генов 
позволяет осуществлять перенос этой плазмиды путем 
конъюгации, используя tra-систему плазмид группы 
IncPl. 
 На рис. 1 приведена карта сконструированной нами 
рекомбинантной плазмиды pBTN11, в которой экспрес-
сия cry3A-гена находится под контролем системы 
Pm/XylS. Была осуществлена передача этой плазмиды в 
клетки P. putida BS1356 и показано, что в результате 
индукции 3-метилбензоатом уровень синтеза инсекти-
цидного белка в клетках рекомбинантного штамма, обо-
значенного как IPM-36, может достигать 60% общего 
клеточного белка и в них формируются включения этого 
токсина. 

 
Рис. 1. Карта плазмиды pBTN11. 

Сайты рестрикции: B - BamHI, Bg - BglII, C - ClaI, E - EcoRI,  
H - HindIII, Hp - HpaI, N - NotI, Ps - PstI, Pv - PvuII, Ss - SstI. Экспрес-
сия cry3A-гена находится под контролем собственного промотора и 
двух гетерологичных промоторов: Pm и Pc (промо-тор cry1Ab-гена). 
Репликон (rep) и mob-гены принадлежат плазмиде pNM185
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Гидролиз BamHI ДНК
pJP5011

Лигирование

Трансформация E. coli DH5α и
селекция AmpR KmS Cry+ - клонов

pBT55

Гидролиз BglII ДНК
pBT55

Лигирование

Гидролиз BglII ДНК
pJOE810

Трансформация E. coli DH5α и
селекция KmR AmpS Cry+ - клонов

Гидролиз BglII ДНК
pBTN11

pSUP2021∆H1:: Tn5lacZ'-
cry3A

Транспозиция Tn5lacZ'-cry3A

Трансформация E. coli DH5α
(pSUP2021∆H1)

Трансформация E. coli
S17-1

pBT56, содержащая Tn5lacZ'-cry3A

P. putida BS1356::
Tn5lacZ'-cry3A

E. coli S17-1
(pSUP2021∆H1::
Tn5lacZ'-cry3A)

P. putida IPM-40

Конъюгация и
транспозиция

E. coli S17-1 (pNM185)

cry3A

cry3A

P. putida BS1356

 

Рис. 2. Схема конструирования штамма P. putida IPM-40 с хромосомной локализацией cry3A-гена  
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Гидролиз NotI ДНК
pJPNS8

Лигирование

Трансформация E. coli
DH5α и селекция AmpR

KmS Cry+ - клонов

pUC18Not-HB8

Гидролиз NotI ДНК
pUC18Not-HB8

Лигирование

Гидролиз HindIII и BglII
ДНК pUC18Not

Трансформация E. coli
DH5α и селекция KmR

AmpS Cry+ clones

Гидролиз HindIII и BglII
ДНК pBTN11

 

 

Рис. 3. Схема конструирования рекомбинантной плазмиды pJPN91, содержащей cry3A - ген Bt var. tenebrionis  
и гены синтеза меланина.  
Сайты рестрикции обозначены, как на рис. 1 
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 К сожалению, индукция экспрессии гена δ-эндо-
токсина в клетках этого штамма наиболее эффективна 
на ранних стадиях ферментации, на которых негативное 
влияние целевого белка на жизнеспособность и ско-
рость роста культуры также максимальны. 
 С целью оптимизации свойств штамма IPM-36 как 
продуцента инсектицидного белка были исследованы 
клоны, имеющие более высокую, чем у исходного 
штамма, скорость роста на среде с индуктором. Полу-
ченные клоны различаются не только скоростью роста и 
локализацией мутации (в плазмиде pBTN11, содержа-
щей cry3A-ген, или хромосоме), но и уровнем индуциро-
ванного синтеза δ-эндотоксина. При этом большинство 
мутантов теряет способность к высокому индуцирован-
ному синтезу Cry3A белка. В то же время удалось ото-
брать несколько мутантов штамма IPM-36, значительно 
превосходящих исходный штамм по структурной и сег-
регационной стабильности, которые не утрачивают его 
способности обеспечивать высокий выход токсина в 
условиях индукции (табл. 4). 
 C целью получения высокостабильных продуцентов 
инкапсулированного инсектицидного белка был сконст-
руирован также штамм P. putida IPM-40 (рис. 2), в кото-
ром промотор Pm и находящийся под его контролем 
cry3A-ген встроены в хромосому реципиентного штамма 
P. putida BS1356, а регуляторный xylS-ген входит в со-
став плазмиды pNM185. При конструировании штамма 
использовались плазмиды pJOE810 [44], pJP5011 [45] и 
pSUP2021∆H1 (получена в данной работе путем удале-
ния HindIII фрагмента с большей частью Tn5 из плазми-
ды pSUP2021 [46]). 
 Для обеспечения большей защиты δ-эндотоксина в 
клетках псевдомонад от УФ света была получена век-
торная плазмида, способная поддерживаться и детер-
минировать в широком круге хозяев синтеза меланино-
вого пигмента, и в составе этой плазмиды, обозначен-
ной нами как pJPNS8, был клонирован ген cry3A. Плаз-
мида pJPNS8 сконструирована путем объединения 
геномов pNM185 [42] и pJOE810 [44], частичного гидро-

лиза рекомбинантной плазмиды под действием эндо-
нуклеазы Sau3A и циклизации в результате обработки 
ДНК-лигазой одного из образовавшихся фрагментов. 
Схема конструирования и карта рекомбинантной плаз-
миды с генами mel и cry3A, полученной на основе 
pJPNS8 и обозначенной как pJPN91, представлены на 
рис. 3. Плазмида pJPN91 была передана в клетки не-
скольких штаммов Pseudomonas spp. и проведены ис-
следования зависимости уровня синтеза меланина в их 
клетках от условий культивирования. 

Конструирование энтомопатогенов  
на основе почвенных бактерий � супрессоров  

фитопатогенных микроорганизмов 

 С целью создания агентов биологического контроля, 
способных действовать как против насекомых отр. 
Coleoptera, так и против бактериальных и/или грибных 
возбудителей болезней растений, был проведен скри-
нинг коллекции ризосферных псевдомонад (630 изоля-
тов) на активность по отношению к соответствующим 
фитопатогенам (табл. 5). 
 Из штаммов, входящих в коллекцию, около 65% в 
той или иной степени подавляют грибные патогены и 
только 15% ингибируют рост бактериальных возбудите-
лей болезней. Около 5% изученных бактериальных 
изолятов обладают широкими спектрами антигрибной 
активности, подавляя 6�8 штаммов грибов-возбуди-
телей болезней растений. Скрининг активности штаммов 
против бактериальных фитопатогенов показал, что 
только два изолята подавляют 7 штаммов бактерий-
возбудителей болезней растений, примерно 5% иссле-
дованных псевдомонад ингибируют 4 бактериальных 
фитопатогена. 
 Поиск потенциальных агентов биологического кон-
троля фитопатогенов проводили не только по супресси-
рующей (подавляющей жизнедеятельность) активности 
штаммов по отношению к возбудителям болезней, но и 
по присутствию в их клетках генетических детерминан-

Таблица 4 

Скорость роста, стабильность и продуктивность штамма IPM-36 и полученных на его основе мутантных штаммов в условиях 
индукции экспрессии cry3A-гена. 
Индуктор (3-метилбензоат натрия) добавляли в трехчасовую культуру 

Штамм Удельная  
скорость роста*  Стабильность Продуктивность 

 (ч�1) доля  
клонов, сохра-
нивших плазми-

ду, % 

доля  
мутантов**, % 

общий белок, 
мг/мл 

сry3A-белок, 
мг/мл 

доля Cry3A  
в общем белке, 

% 

IPM-36 � BS1356 
(pBTN11) 

0,09 34 20 0,84 0,58        69 

N26pl (pBTN11) 0,34 76 <3 1,12 0,59        53 

N45pl (pBTN11) 0,20 70 5 1,2 0,62        52 
N56pl (pBTN11) 0,20 68 <3 0,96 0,64        66,5 

N68pl (pBTN11) 0,13 70 3 1,1 0,68        64 
BS1356 (pBTN11-72) 0,44 88 <3 1,0 0,41        41 

* В первые два часа после добавления индуктора. 
** Доля Ind� (не способных к индуцированному синтезу Сry 3A белка) мутантов среди клонов с плазмидой. 
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тов синтеза вторичных метаболитов, обладающих анти-
биотической активностью [47]. При характеристике 
штаммов в коллекции ризосферных псевдомонад с по-
мощью ДНК-ДНК гибридизации и полимеразной цепной 
реакции на наличие возможных продуцентов антибиоти-
ков были выявлены четыре штамма-продуцента фена-
зинов и шесть штаммов, содержащих гены, ответствен-
ные за синтез 2,4-диаце-тилфлороглюцина. Следует 
отметить, что эти штаммы либо не были активны по 
отношению к фитопатогенным микроорганизмам, ис-
пользованным для тестирования коллекции, либо инги-
бировали рост сравнительно небольшого числа возбу-
дителей болезней растений, что может указывать на 
наличие у наиболее активных штаммов коллекции ка-
ких-то иных механизмов супрессии фитопатогенов. 
 В клетки 24-х штаммов псевдомонад, обладающих 
супрессорной активностью в отношении широкого спек-
тра бактериальных и грибных фитопатогенов, была 
передана плазмида pBTN11. Полученные штаммы зна-

чительно различаются по уровню конститутивной (неза-
висимой от присутствия индуктора) продукции Cry3A-
белка (от 0,5 до 12% от общего белка). В отличие от 
штамма IPM-36, сконструированного на основе P. putida 
BS1356 и характеризующегося высоким уровнем инду-
цированного синтеза токсина (до 60 % общего клеточно-
го белка), ни в одном из штаммов-супрессоров при их 
выращивании в присутствии 3-метилбензоата его про-
дукция не превышает 10%. 
 Так как переданная плазмида детерминирует синтез 
Coleoptera-специфического инсектицидного белка, ак-
тивного начала биопрепаратов, используемых в основ-
ном для защиты картофеля от колорадского жука, то 
наибольший интерес представляют рекомбинантные 
штаммы, совмещающие эту активность со способно-
стью подавлять развитие возбудителей болезней имен-
но этой важной сельскохозяйственной культуры. Из 
отобранных штаммов наиболее широким спектром ак-
тивности в отношении возбудителей болезней картофе-

Таблица 5 

Фитопатогенные микроорганизмы, использованные как мишени для скрининга ризосферных бактерий 

Микроорганизм Вызываемая болезнь сельскохозяйственных 
растений 

Источник получения 

Б а к т е р и и    

Erwinia carotovora pv. сhrysanthemi Корневая гниль риса Всероссийский институт фитопатологии 
Erwinia carotovora pv. carotovora Мягкая гниль картофеля - ,, - 
Erwinia carotovora pv. carotovora Мягкая гниль капусты - ,, - 
Erwinia carotovora pv. сarotovora Черная ножка картофеля Всероссийский институт картофельного 

хозяйства 
Pseudomonas solanacearum Бурая гниль или вилт картофеля Кафедра биологии почв МГУ 
Pseudomonas sp. Клубневая гниль картофеля Всероссийский институт картофельного 

хозяйства 
Xanthomonas campestris 
pv. campestris 

Бактeриоз капусты Всероссийский институт фитопатологии 

Xanthomonas campestris pv. oryzae Ожог риса - ,, - 

А к т и н о м и ц е т ы    

Streptomyces scabies Парша обыкновенная картофеля Всероссийский институт картофельного 
хозяйства 

Г р и б ы    

Alternaria brassicae Альтернариоз картофеля Всероссийский институт защиты растений 
Colletotrichum atraventa Антракноз зерновых культур - ,, - 
Fusarium culmorum Гнили клубней картофеля - ,, - 
Fusarium graminearum То же - ,, - 
Fusarium hematium Фузариоз корней овощебахчевых культур  - ,, - 
Fusarium oxysporum Гнили клубней картофеля  - ,, - 
Fusarium solani Корневые гнили злаковых, гнили клубней карто-

феля 
ГНЦ прикладной микробиологии 

Gaeumannomyces graminis var. tritici 
(Ggt) 

Офиоболезная гниль корней пшеницы Университет штата Вашингтон, Пульман  

Oospora lactis  Резиновая гниль картофеля Всероссийский институт картофельного 
хозяйства 

Phoma exigia Фомозная гниль - ,, - 
Rhizoctonia solani Ризоктониоз картофеля и других культур  Всероссийский институт защиты растений 
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ля обладают штаммы P222, P285, P391, P399, P438, 
P442, P463 и P469. Сравнительная оценка антагонисти-
ческой активности этих штаммов и сконструированных 
на их основе рекомбинантных штаммов в отношении 
бактериальных (E. carotovora pv. carotovora, P. 
solanacearum и Pseudomonas sp.) и грибных (A. 
brassicae, F. culmorum, F. graminearum, F. solani, O. 
lactis, P. exigia, P. infestans) патогенов картофеля пока-
зала, что генетически модифицированные и исходные 
штаммы практически не различаются по уровню и спек-
тру ингибирующего действия на эти микроорганизмы. 
Наиболее перспективен штамм на основе P469, актив-
ный по отношению ко всем перечисленным выше фито-
патогенам, включая возбудителя фитофтороза карто-
феля P. infestans. Рекомбинантный штамм, токсичный 
для колорадского жука, получен также на основе P. 
fluorescens H-16, уже используемого для производства 
биопрепаратов, стимулирующих рост растений. Консти-
тутивная продукция энтомотоксина в этом штамме со-
ставляет 7 % общего клеточного белка. 
 Продуцирующие Cry3A-белок рекомбинантные 
штаммы были сконструированы также на основе штам-
мов Bacillus spp. (предоставленных департаментом эн-
томологии и фитопатологии Университета Теннеси, 
Ноксвилл). В частности, в клетки штамма Bacillus cereus 
BA55, способного колонизировать растения и супресси-
рующего фитопатогенные микроорганизмы, путем 
конъюгации передан ген Coleoptera-специфического 
инсектицидного белка. На основе штамма B. pasteurii 
BA19, активного по отношению к фитопатогенному гри-
бу R. solani, получены три рекомбинантных штамма, 
синтезирующих энтомотоксины. Один из штаммов про-
дуцирует белок Cry3A, второй � Cry1Aс, в третьем 
штамме синтезируются на одинаково высоком уровне 
оба δ-эндотоксина � Lepidoptera-специфический инсек-
тицидный белок Cry1Aс и активный против насекомых 
отр. Coleoptera δ-эндотоксин Cry3A-типа. 

Разработка технологии производства биопрепаратов  
на основе генетически модифицированных  
штаммов-продуцентов энтомотоксинов 

 С целью разработки технологических схем производ-
ства биопестицидов на основе штаммов P. putida IPM-36 
и Bt subsp. thuringiensis IPM-37 изучены условия выра-
щивания этих культур, влияющие на выход энтомоток-
синов. Эти исследования, в частности, выявили пре-
имущество синтетической питательной среды для куль-
тивирования P. putida IPM-36 по сравнению со средами 
на основе белковых гидролизатов в плане сохраняемо-
сти плазмид в клетках и продукции δ-эндотоксина. При 
выращивании P. putida IPM-36 на синтетической среде 
выход δ-эндотоксина составляет 0,6�0,8 г/л в любой из 
двух альтернативных технологий, разработанных нами 
для получения клеточной биомассы с высоким содер-
жанием этого белка. Первая технология использует 
возможность увеличения экспрессии cry3A-гена под 
воздействием индуктора, по второй � осуществляется 
конститутивный синтез  
δ-эндотоксина в условиях подпитки культуры концентра-
том сбалансированной питательной среды. 
 Для производства биоинсектицидов на основе 
штамма B. thuringiensis IPM-37 могут быть использованы 
уже существующие технологии, включая его культиви-
рование на стандартной дрожже-полисахаридной среде, 

применяемой на микробиологических предприятиях 
России и других стран СНГ для выращивания штаммов 
Bt. Главный недостаток дрожже-полисахаридной среды 
с точки зрения производства и применения микробиоло-
гических средств защиты растений связан с тем, что эта 
среда представляет собой неустойчивую суспензию с 
большим содержанием нерастворимых компонентов 
(дрожжевые клетки и кукурузная мука). Значительная 
часть этих компонентов остается неиспользованной и 
резко увеличивает долю балластных веществ в культуре 
и препаратах, повышая потери на стадии концентриро-
вания и затрудняя распыление препаратов при обра-
ботке растений. Этот недостаток может быть устранен 
при использовании осветленной, содержащей только 
растворимые компоненты питательной среды. 
 В результате проведенных исследований были вы-
браны основные компоненты такой среды (источники 
азота и углерода) и компоненты, позитивно влияющие 
на продукцию δ-эндотоксина, и определены их концен-
трации, позволяющие достигать уровней продукции β-
экзотоксина и δ-эндотоксина штаммом IPM-37 � 0,6 и 
2,8 г/л, соответственно. Согласно результатам опреде-
ления оптимального соотношения содержания β-
экзотоксина и инсектицидного белка в препарате против 
колорадского жука оно должно составлять 1:4. Соотно-
шение уровней продукции этих токсинов штаммом IPM-
37 примерно соответствует данной величине и, следо-
вательно, нет необходимости его изменять в большую 
или меньшую сторону. 
 Выявлен ряд реагентов, которые могут быть исполь-
зованы для инактивации клеток P. putida IPM-36 при 
сохранении их инсектицидной активности, и веществ, 
которые могут рассматриваться как перспективные кон-
серванты, стабилизаторы, поверхностно-активные ве-
щества, загустители и прилипатели при разработке 
жидких форм рецептур биоинсектицидов на основе это-
го штамма и B. thuringiensis IPM-37. Для препаратов на 
основе P. putida IPM-36 и Bt subsp. thuringiensis IPM-37 
разработаны рецептуры двух типов: водный суспензи-
онный концентрат и эмульсионная форма. 
 Проведенные мелкоделяночные испытания препара-
тов на основе рекомбинантных штаммов-продуцентов 
энтомотоксинов показали, что однократная обработка 
картофеля в период массового появления личинок ко-
лорадского жука биопестицидом на основе Bt subsp. 
thuringiensis IPM-37 при норме расхода 2,0�3,0 л/га 
обеспечивает существенное снижение численности 
личинок, числа поврежденных кустов и площади листо-
вой поверхности. Валовая урожайность и выход товар-
ной фракции при использовании этого биопрепарата 
практически такие же, как и в случае применения эта-
лонного химического инсектицида Кинмикс. 

Заключение 

 В результате проведенных исследований показано, 
что одним из путей решения проблемы создания эф-
фективных и экологически чистых препаратов для борь-
бы с колорадским жуком является использование ре-
комбинантных штаммов на основе Bacillus thurigiensis 
(Bt) и Pseudomonas putida в качестве продуцентов энто-
мотоксинов. 
 Сконструированные штаммы Bt значительно превос-
ходят существующие производственные штаммы по 
эффективности действия против насекомых или обла-
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дают более широким спектром действия. Отобранные 
мутанты созданного нами ранее штамма P. putida IPM-
36 как штамма, который может быть использован для 
производства инкапсулированного биопестицида против 
колорадского жука, обладают большей, чем прототип, 
устойчивостью к суперпродукции δ-эндотоксина актив-
ного против личинок этого вредителя. На основе штам-
мов Pseudomonas spp. и Bacillus spp., супрессирующих 
рост и развитие широкого круга грибных и бактериаль-
ных фитопатогенов, получены бактерии, обладающие 
активностью как против возбудителей болезней расте-
ний, в том числе и картофеля, так и против колорадско-
го жука. Технологии, разработанные для производства 
биопрепаратов на основе P. putida IPM-36 и Bt subsp. 
thuringiensis IPM-37, могут найти применение и при соз-
дании препаратов на основе других штаммов. Логиче-
ским продолжением наших исследований по изучению 
структуры и механизма действия инсектицидных белков 
[48�51], позволивших предложить принципиально но-
вую модель их взаимодействия с клеточными мембра-
нами [52], будут работы по белковой инженерии этих 
токсинов. 
 Наиболее готовы к практическому использованию 
следующие результаты работ по проекту: 
 � штамм P. fluorescens Р469, активный против ряда 
фитопатогенных микроорганизмов, и сконструирован-
ный на его основе рекомбинантный штамм IPM-44, 
предлагаемые для создания препаратов комплексной 
защиты растений от болезней и вредных насекомых отр. 
Coleoptera; 
 � штамм B. thuringiensis subsp. kurstaki IPM-46, ак-
тивный против насекомых отр. Lepidoptera и Coleoptera, 
предлагаемый для создания биоинсектицида широкого 
спектра действия; 
 � биопрепарат комбинированного действия для 
борьбы с колорадским жуком и другими жесткокрылыми 
насекомыми на основе рекомбинантного штамма Bt 
subsp. thuringiensis IPM-37, синтезирующего β-эк-
зотоксин и Coleoptera-специфический δ-эндотоксин. 
Продукция этим штаммом двух токсинов с различными 
механизмами действия определяет более чем в три 
раза высокую активность его культур по сравнению с 
культурами других штаммов Bt, применяемых для борь-
бы с колорадским жуком. При использовании препара-
тов на основе штамма IPM-37 суммарное воздействие 
белкового и низкомолекулярного токсинов снижает так-
же риск формирования популяций насекомых, устойчи-
вых к биоинсектициду; 
 � инкапсулированный биоинсектицид на основе 
рекомбинантного штамма P. putida IPM-36 для защиты 
картофеля и других пасленовых от колорадского жука. 
Его преимущества � защита энтомотоксина от действия 
факторов внешней среды клеточной стенкой продуцента 
в связи с его внутриклеточной локализацией; уменьше-
ние возможных отрицательных последствий для окру-
жающей среды при использовании препаратов на осно-
ве инактивированных вегетативных клеток по сравнению 
с препаратами, содержащими кристаллы и споры В. 
thuringiensis; достаточно высокая продуктивность и тех-
нологичность при производстве. 
 Дальнейшие усилия будут направлены на заверше-
ние разработки технологических схем, опытно-
промышленной технологии и на проведение токсиколо-
гической, гигиенической и экологической оценки и по-

следующих государственных испытаний этих биопести-
цидов. 
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