


Bacillus thuringiensis (Bt) — ãðàìïîëîæè-
òåëüíàÿ áàêòåðèÿ, ñïîñîáíàÿ ñèíòåçèðîâàòü êðèñ-
òàëëè÷åñêèå áåëêè, êîòîðûå ñîäåðæàòñÿ â êëåòêå â
âèäå ïàðàñïîðàëüíûõ òåëåö, òîêñè÷íûõ äëÿ íàñå-
êîìûõ è äðóãèõ áåñïîçâîíî÷íûõ [1, 2]. Ýòî ñâîéñò-
âî ïîçâîëèëî èñïîëüçîâàòü äàííûå áàêòåðèè êàê
àëüòåðíàòèâó õèìè÷åñêèì èíñåêòèöèäàì äëÿ áîðü-
áû ñ âðåäèòåëÿìè ñåëüñêîãî è ëåñíîãî õîçÿéñòâà.
Êîììåð÷åñêèé èíòåðåñ ê áèîëîãè÷åñêîìó êîíòðî-
ëþ íàä íàñåêîìûìè óñèëèë ïîèñê íîâûõ èçîëÿòîâ
Bt ñ ðàçëè÷íîé òîêñè÷íîñòüþ ïðîäóöèðóåìûõ áåë-
êîâ [3].

Íàèáîëåå øèðîêî ïðèìåíÿåìûé ñïîñîá ïîä-
âèäîâîé êëàññèôèêàöèè Bt îñíîâàí íà Í-ñåðîòè-
ïèðîâàíèè, èììóíîëîãè÷åñêîé ðåàêöèè ñ áàêòåðè-
àëüíûìè æãóòèêîâûìè àíòèãåíàìè, à òàêæå íà ðå-

çóëüòàòàõ áèîõèìè÷åñêèõ èññëåäîâàíèé. Íà ñåãîä-
íÿøíèé äåíü øòàììû Bt ðàçäåëåíû íà 84 ïîäâèäà
[4]. Îäíàêî ìíîãèå øòàììû âíóòðè ïîäâèäà ðàçëè-
÷àþòñÿ ïî áèîõèìè÷åñêèì, ãåíåòè÷åñêèì ñâîéñò-
âàì è òîêñè÷åñêîìó äåéñòâèþ íà ðàçíûå âèäû íà-
ñåêîìûõ. Òàê, åñëè ïîäâèä Bt ssp. israelensis âêëþ-
÷àåò øòàììû ñ ïðàêòè÷åñêè îäèíàêîâûìè òîêñè-
÷åñêèìè ñâîéñòâàìè (ïîðàæàåò îäèí âèä íàñåêî-
ìûõ) [5], òî øòàììû Bt ssp. morrisoni òîêñè÷íû îä-
íîâðåìåííî äëÿ êîìàðîâ [6], æóêîâ [7] è áàáî÷åê
[8]. Ñ äðóãîé ñòîðîíû, èíîãäà øòàììû ðàçíûõ ïîä-
âèäîâ ìîãóò èìåòü áèîõèìè÷åñêîå, ãåíåòè÷åñêîå è
òîêñèêîëîãè÷åñêîå ñõîäñòâî. Ïîìèìî ýòîãî ñóùåñò-
âóþùàÿ ñõåìà âíóòðèâèäîâîé èäåíòèôèêàöèè íå
äàåò íèêàêîé èíôîðìàöèè î ãåíåòè÷åñêîì ðîäñòâå
øòàììîâ âíóòðè ïîäâèäà è ìåæäó ïîäâèäàìè.
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Ìîëåêóëÿðíîå òèïèðîâàíèå øòàììîâ áàêòåðèè

Bacil lus thuringiensis ñ ïîìîùüþ RAPD-àíàëèçà

Â ðàáîòå ïðîâåäåíà êëàññèôèêàöèÿ 54 øòàììîâ Bacillus thuringiensis ñ ïîìîùüþ
RAPD-àíàëèçà. Ïî ðåçóëüòàòàì àíàëèçà ïîñòðîåíî ôèëîãåíåòè÷åñêîå äåðåâî, è
øòàììû B. thuringiensis ðàçäåëåíû íàìè íà 28 ãåíîìíûõ òèïà. Êàê ïðàâèëî, âñå
øòàììû B. thuringiensis â ïðåäåëàõ ïîäâèäà èìåëè èäåíòè÷íûå RAPD-ïðîôèëè, à
áîëüøèíñòâî øòàììîâ, ïðèíàäëåæàùèõ ê ðàçíûì ïîäâèäàì, íå ïîêàçàëè ñõîäñòâà
êàðòèí ôèíãåðïðèíòèíãà. Óñòàíîâëåíî, ÷òî øòàììû âíóòðè êàæäîãî èç ïîäâèäîâ
kurstaki è galleria ãåíåòè÷åñêè áëèçêîðîäñòâåííû. Ñäåëàíî ïðåäïîëîæåíèå, ÷òî äëÿ
ýòèõ ïîäâèäîâ ïîòåðÿ/èçìåíåíèå êðèñòàëëîîáðàçîâàíèÿ íå ñâÿçàíî ñ ñóùåñòâåííû-
ìè èçìåíåíèÿìè ãåíîìà áàêòåðèè. Â îòëè÷èå îò óïîìÿíóòûõ ïîäâèäû israelensis,
yunnanensis è sotto ãåíåòè÷åñêè ãåòåðîãåííû. Øòàììû 157 è 2å1ã B. thuringiensis
ssp. israelensis, ïðîäóöèðóþùèå ìåëêèå êðèñòàëëû, õàðàêòåðèçóþòñÿ íàëè÷èåì ãå-
íîâ cry 7,8. Øòàììû Bt ssp. israelånsis B-992, B-993, 12JPS, 749, 164, 2æä8,
BTS393, ôîðìèðóþùèå êðóïíûå êðèñòàëëû, íà äåíäðîãðàììå ðàçäåëåíû íà äâà
òèïà â ñîîòâåòñòâèè ñ âåðîÿòíûìè ðàçëè÷èÿìè â ñòðîåíèè èõ ãåíîìîâ, âûÿâëåííû-
ìè â RAPD.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: äåíäðîãðàììà, Bacillus thuringiensis, RAPD-àíàëèç.

Ñïèñîê ñîêðàùåíèé: ÏÖÐ — ïîëèìåðàçíàÿ öåïíàÿ ðåàêöèÿ; ñðåäà LB — ñðåäà Ëóðèà—Áåðòàíè; RAPD — randomly amplified polymor-
phic DNA.

* Àâòîð äëÿ ïåðåïèñêè.



Òàêèì îáðàçîì, íåîáõîäèìî ñïåöèôè÷åñêîå
òèïèðîâàíèå Bt äëÿ òîãî, ÷òîáû âûÿâëÿòü ðàñïðîñ-
òðàíåíèå øòàììîâ â îêðóæàþùåé ñðåäå è èäåíòè-
ôèöèðîâàòü íîâûå øòàììû.

Â ïîñëåäíåå âðåìÿ ïðè èçó÷åíèè ìèêðîîðãà-
íèçìîâ èñïîëüçóþò ìåòîäû ãåíîòèïèðîâàíèÿ, èëè
ãåíîìíîé äàêòèëîñêîïèè, êîòîðûå îñíîâàíû íà
èíòåãðàëüíûõ ñïîñîáàõ õàðàêòåðèñòèêè ãåíîìà è
íå òðåáóþò îïðåäåëåíèÿ åãî ïîëíîé ìîëåêóëÿð-
íîé îðãàíèçàöèè. Îíè ïîçâîëÿþò íàõîäèòü ðàçëè-
÷èÿ ìåæäó áëèçêîðîäñòâåííûìè ìèêðîîðãàíèçìà-
ìè, íå âûÿâëÿåìûå äðóãèìè ìåòîäàìè.

Òåõíîëîãèÿ, îñíîâàííàÿ íà ïîëèìåðàçíîé
öåïíîé ðåàêöèè (ÏÖÐ), à èìåííî, ìåòîä àìïëèôè-
êàöèè ïîëèìîðôíîé ÄÍÊ ñ ïðèìåíåíèåì ïðîèç-
âîëüíîãî ïðàéìåðà (Randomly Amplified Polymor-
phic DNA, RAPD) [9], — øèðîêî èñïîëüçóåìûé
ñîâðåìåííûé ïîäõîä ê ãåíîòèïèðîâàíèþ áàêòåðèé
[10, 11]. Â ÷àñòíîñòè, îí ïðèìåíÿëñÿ äëÿ òèïèðîâà-
íèÿ ïàòîãåííûõ äëÿ íàñåêîìûõ øòàììîâ B. sphae-
ricus [12], à òàêæå äëÿ äèôôåðåíöèàöèè øòàììîâ
Bt [13—17].

Â íàøåé ðàáîòå ìû ïðîäîëæèëè íà÷àòîå ðà-
íåå èññëåäîâàíèå [18] ïî óñòàíîâëåíèþ ñ ïî-
ìîùüþ ìåòîäà RAPD-ôèíãåðïðèíòà ãåíåòè÷åñêî-
ãî ðîäñòâà øòàììîâ Bt êàê âíóòðè, òàê è ìåæäó
ïîäâèäàìè.

ÓÑËÎÂÈß ÝÊÑÏÅÐÈÌÅÍÒÀ

Øòàììû. Îáúåêòàìè èññëåäîâàíèÿ áûëè
òèïîâûå øòàììû Bt 23 ïîäâèäîâ, àêðèñòàëëîôîðì-
íûå âàðèàíòû Bt ssp. thuringiensis, kurstaki,
galleriae, israelensis, yunnanensis è ìîðôîëîãè÷åñ-
êèå âàðèàíòû Bt ssp. kurstaki, galleriae, israelensis
(òàáëèöà). Âñå èññëåäîâàííûå øòàììû Bt õðàíÿò-
ñÿ â ëàáîðàòîðèè ïàòîëîãèè íàñåêîìûõ Èíñòèòóòà
ñèñòåìàòèêè è ýêîëîãèè æèâîòíûõ ÑÎ ÐÀÍ è äåïî-
íèðîâàíû â êîëëåêöèè ÔÃÓÍ ÃÍÖ ÂÁ “Âåêòîð”.
Âñå êóëüòóðû Bt áûëè èäåíòèôèöèðîâàíû íàìè
ïî îáùåïðèíÿòîé ñõåìå âíóòðèâèäîâîé äèôôå-
ðåíöèàöèè [8]. Èõ èäåíòèôèêàöèþ ïîäòâåðæäàëè
ðåàêöèåé æãóòèêîâîé àããëþòèíàöèè ñ äèàãíîñòè-
÷åñêèìè ñûâîðîòêàìè. Ñïîñîáíîñòü øòàììîâ ê
êðèñòàëëîîáðàçîâàíèþ îöåíèâàëè ñ ïîìîùüþ ñâå-
òîâîé ìèêðîñêîïèè îêðàøåííûõ êàðáîëîâûì
ýîçèíîì øåñòèñóòî÷íûõ êóëüòóð.

Âûäåëåíèå ÄÍÊ. Øòàììû êóëüòèâèðîâà-
ëè â æèäêîé ñðåäå LB â òå÷åíèå íî÷è. Ãåíîìíóþ
ÄÍÊ Bt âûäåëÿëè ïî ìåòîäó, ïðåäëîæåííîìó ðà-
íåå [19], ñ íåêîòîðûìè ìîäèôèêàöèÿìè. Íî÷íóþ
êóëüòóðó èññëåäóåìûõ áàêòåðèé îñàæäàëè öåíòðè-
ôóãèðîâàíèåì, êëåòêè ñóñïåíäèðîâàëè â TES-
áóôåðå (30 ìÌ òðèñ-HCl, 5 ìÌ ÝÄÒÀ, 50 ìÌ

NaCl, pH 8,0) è ïîâòîðíî öåíòðèôóãèðîâàëè. Ê ïî-
ëó÷åííîìó îñàäêó äîáàâëÿëè 0,5 ìë ëèçèðóþùåãî
áóôåðà (25% ñàõàðîçû, 25 ìÌ òðèñ-HCI, pH 8,0,
10 ìÌ ÝÄÒÀ, 4 ìã/ìë ëèçîöèìà), ðåñóñïåíäèðî-
âàëè è ïîìåùàëè â òåðìîñòàò íà 1 ÷ ïðè 37°.
Ïîñëå ýòîãî äîáàâëÿëè ïðîòåèíàçó Ê è îñòàâëÿ-
ëè ñìåñü íà 30 ìèí ïðè 37°. Äàëüíåéøåå âûäåëå-
íèå è î÷èñòêó ÄÍÊ ïðîâîäèëè ïóòåì ýêñòðàêöèè
ôåíîëîì, õëîðîôîðìîì è îñàæäåíèÿ ýòàíîëîì,
êàê îïèñàíî â [20].

ÏÖÐ-àíàëèç. Äëÿ RAPD-àíàëèçà øòàììîâ

Bt áûë èñïîëüçîâàí ïðàéìåð 5¢-CCGAGTCCA [21].
Àìïëèôèêàöèþ ïðîâîäèëè â 20 ìêë ðåàêöèîííîé
ñìåñè, ñîäåðæàùåé 5 íã ãåíîìíîé ÄÍÊ â ðåàêöè-
îííîì áóôåðå (50 ìM òðèñ-HCI, pH 8,8, 16 ìM
(NH4)2SO4, 2 ìM MgCI2, 0,05 ìM òâèí-20), 0,2 ìÌ
äåçîêñèíóêëåîòèäòðèôîñôàòû, 0,5 ìêÌ ïðàéìåð
è 0,5 Å Taq-ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû.

Àìïëèôèêàöèþ îñóùåñòâëÿëè â ñëåäóþùèõ
óñëîâèÿõ: ïðåäâàðèòåëüíàÿ äåíàòóðàöèÿ ïðè 72° â
òå÷åíèå 1 ñ, äàëåå 30 öèêëîâ: äåíàòóðàöèÿ — 1 ñ
ïðè 96°, îòæèã ïðàéìåðîâ — 10 ñ ïðè 30°, ýëîíãà-
öèÿ — 10 ñ ïðè 72°, âðåìÿ ïåðåõîäà 0,3°C/ñ. Ïðî-
äóêòû àìïëèôèêàöèè àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ
ýëåêòðîôîðåçà â 4%-íîì ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå.

Äëÿ àíàëèçà ïîëó÷åííûõ äàííûõ áûë èñ-
ïîëüçîâàí ïàêåò ïðîãðàìì STATISTICA 5.0Ò,
Microsoft Co. [22].

ÐÅÇÓËÜÒÀÒÛ È ÎÁÑÓÆÄÅÍÈÅ

Øòàììû (ñì. òàáëèöó) àíàëèçèðîâàëè ñ èñ-

ïîëüçîâàíèåì ïðàéìåðà 5¢-CCGAGTCCA. Ðàíåå
ýòîò ïðàéìåð óæå ïðèìåíÿëñÿ äëÿ òèïèðîâàíèÿ
øòàììîâ Bt [13].

Ïðè ðàáîòå ñ ðàçëè÷íûìè ïîäâèäàìè Bt ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì ýòîãî ïðàéìåðà áûë ïîëó÷åí íàèáî-
ëåå ðàçíîîáðàçíûé ñïåêòð RAPD-ïðîôèëåé (ðèñ. 1).
Ðàçìåð àíàëèçèðóåìûõ ôðàãìåíòîâ ñîñòàâèë îò
400 äî 3000 ï.í. Êàæäûé èç ïîäâèäîâ èìåë ñâîé
îïðåäåëåííûé ñïåêòð àìïëèôèöèðîâàííûõ RAPD-
ïðîäóêòîâ, îòëè÷àþùèéñÿ îò äðóãèõ êîëè÷åñòâîì
ôðàãìåíòîâ, èõ ðàçìåðîì è èíòåíñèâíîñòüþ ñîîò-
âåòñòâóþùèõ ïîëîñ (ñì. ðèñ. 1).

Ñòàòèñòè÷åñêèé àíàëèç äëÿ êîëè÷åñòâåí-
íîé îöåíêè ïîëèìîðôèçìà è îïðåäåëåíèÿ óðîâíÿ
äèâåðãåíöèè ìåæäó èññëåäóåìûìè øòàììàìè
âêëþ÷àë ñîñòàâëåíèå áèíàðíîé ìàòðèöû, â êîòî-
ðîé îòìå÷àëîñü “ïðèñóòñòâèå” (1) èëè “îòñóòñò-
âèå” (0) ôðàãìåíòîâ ñ îïðåäåëåííîé ìîëåêóëÿð-
íîé ìàññîé íà ýëåêòðîôîðåãðàììå. Íà îñíîâàíèè
ñóììàðíîé ìàòðèöû RAPD-ñïåêòðîâ ñ ïîìîùüþ
ïðîãðàììíîãî ïàêåòà STATISTICA 5.0Ò áûëè îï-
ðåäåëåíû ãåíåòè÷åñêèå äèñòàíöèè ìåæäó èññëå-
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ÌÎÊÅÅÂÀ è äð.

Ìîðôîëîãèÿ êðèñòàëëîâ, íàëè÷èå cry-ãåíîâ è ñåðîòèïèðîâàíèå øòàììîâ B. thuringiensis,

èñïîëüçîâàííûõ â ðàáîòå

Ñåðîòèï Ïîäâèä Øòàìì Ìîðôîëîãèÿ êðèñòàëëîâ Ãåíû cry

1 2 3 4 5

H1 thuringiensis 221 Âûòÿíóòûå êðóïíûå áèïèðàìèäû 1

213 Êðèñòàëëû îòñóòñòâóþò 1, 9

H2 finitimus 218 Ìåëêèå áèïèðàìèäû, ñöåïëåííûå ñî ñïîðîé Í/î*

106 Ìåëêèå áèïèðàìèäû Í/î

H3abc kurstaki 273 Ïðàâèëüíûå ðîìáîâèäíûå 1

1ÁÕÇ Êðèñòàëëû îòñóòñòâóþò 1, 2, 9

B-994 Ïðàâèëüíûå ðîìáû ñî âêëàäûøàìè 1, 2

B-995 Ïðàâèëüíûå ðîìáû ñî âêëàäûøàìè 1, 2

H3ad sumiyoshiensis 84-F-51-46 Ìåëêèå è ñðåäíèå áåñôîðìåííûå 9

H3ade fukuokaensis 84-I-1-13 Ìåëêèå áåñôîðìåííûå Í/î

H4ab sotto 56 Ðîìáîâèäíûå ðàçíûõ ðàçìåðîâ 1, 9

61á/ä Î÷åíü ìåëêèå áèïèðàìèäû 7, 8

57à Î÷åíü ìåëêèå áèïèðàìèäû 7, 8

H5ab galleriae 69-6 Êðèñòàëë-“ëóêîâêà” 1, 9

B-996 Ïðàâèëüíûå ðîìáû 1, 9

B-997 Òî-æå 1, 2, 9

P2 –”– 1, 2, 9

P1 Ïîëèìîðôíûå êðèñòàëëû ðàçíûõ ôîðì 1, 2, 9

B1 Ðîìáîâèäíûå êðèñòàëëû 1, 9

B-1006 Ìåëêèå áåñôîðìåííûå 1, 2, 9

280 Êðèñòàëëû îòñóòñòâóþò 1, 9

H6 entomocidus 201 Ìåëêèå è ñðåäíèå ðîìáîâèäíûå 1, 2, 9

206 Ðîìáîâèäíûå âåëè÷èíîé ñî ñïîðó 1, 2, 9

H7 aizawai 212 Ðîìáîâèäíûå ñðåäíèå è ìíîãî ìåëêèõ 1, 2, 7, 8, 9

H8ab morrisoni 209 Êðóïíûå áèïèðàìèäàëüíûå 1, 2, 9

PG-14 Ìåëêèå è ñðåäíèå áåñôîðìåííûå 1, 4, 7, 8, 9, 11

H9 tolworthi 211 Êðóïíûå ðîìáîâèäíûå 1, 2

H10 darmstadiensis 73-E-10-2 Ìåëêèå áåñôîðìåííûå 1, 2, 4, 9

73-E-10-16 Ìåëêèå áåñôîðìåííûå 1, 2, 4, 9

H13 pakistani 1124 Ìåëêèå ïîëèìîðôíûå Í/î

H14 israelensis 1125 Áåñôîðìåííûå (â íåáîëüøîì êîëè÷åñòâå) Í/î

157 Ìåëêèå ðîìáû 7, 8

2å1ã Ìåëêèå ðîìáû 7, 8

B-992 Êðóïíûå áåñôîðìåííûå 4, 11

B-993 Òî æå 4, 11

12JPS –”– 4, 11

749 –”– 4, 11

164 –”– 4, 11

2æä8 –”– 4, 11

BTS393 –”– 4, 11



äóåìûìè îáðàçöàìè. Äëÿ ïîñòðîåíèÿ äåíäðîãðàì-
ìû, äåìîíñòðèðóþùåé ôèëîãåíåòè÷åñêèå îòíî-
øåíèÿ ìåæäó èçó÷åííûìè øòàììàìè ïî ðåçóëüòà-
òàì RAPD-àíàëèçà, ïðèìåíèëè ìåòîä íåâçâåøåí-

íîãî ïàðíî-ãðóïïîâîãî êëàñòåðíîãî àíàëèçà ñ
àðèôìåòè÷åñêèì óñðåäíåíèåì (UPGMA), èñïîëü-
çóÿ ïðîãðàììó STATISTICA 5.0Ò.

Òèïèðîâàíèå ïîäâèäîâ B. thuringiensis

ñ ïîìîùüþ RAPD-ÏÖÐ-àíàëèçà

Äàííûå ïî ôèëîãåíåòè÷åñêîìó àíàëèçó èñ-
ñëåäîâàííûõ øòàììîâ ïðåäñòàâëåíû â âèäå äåíä-
ðîãðàììû (ðèñ. 2). Âñå èññëåäîâàííûå íàìè øòàì-
ìû Bt áûëè ðàñïðåäåëåíû íà 28 RAPD-òèïîâ íà
îñíîâàíèè äåíäðîãðàììû ïðè 90%-íîì ïîäîáèè.

Ðåçóëüòàòû, ïîëó÷åííûå íàìè ïðè àíàëèçå
äåíäðîãðàììû (ñì. ðèñ. 2), ñîãëàñóþòñÿ ñ ëèòåðà-
òóðíûìè äàííûìè [13]. Äëÿ äðóãèõ øòàììîâ Bt
áûëà ïîñòðîåíà äåíäðîãðàììà è âçàèìîðàñïîëî-
æåíèå íåêîòîðûõ ïîäâèäîâ ñîîòâåòñòâóåò èõ ïîëî-
æåíèþ íà ôèëîãåíåòè÷åñêîì äåðåâå è ñîãëàñóåòñÿ
ñ íàøèìè äàííûìè.

Â íàøåé ðàáîòå øèðîêî ïðåäñòàâëåíû Bt
ssp. galleria, è ssp. kurstaki (ñì. òàáëèöó). Ïî ðå-
çóëüòàòàì RAPD-àíàëèçà ãåíåòè÷åñêè ãîìîãåííû-
ìè áûëè ïîäâèäû Bt ssp. galleria, Bt ssp. kurstaki
(ðèñ. 3), ò.å. âñå øòàììû âíóòðè ïîäâèäîâ ïîêàçû-
âàëè îäèíàêîâûå èëè áëèçêèå RAPD-ïðîôèëè, íåñ-
ìîòðÿ íà ðàçëè÷èÿ øòàììîâ ïî íàëè÷èþ cry ãåíîâ.

Ðàíåå [18] íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî øòàì-
ìû Bt ssp. galleria 69-6, B-996, B1, 280 èìåþò ãåíû
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1 2 3 4 5

H15 dakota 1199 Ìåëêèå ðîìáû 7, 8

944 Òî æå 7, 8

H17 tohokuensis 945 –”– Í/î

H18 kumamotoensis 1202 –”– 7, 8

946 –”– 7, 8

H20ab yunnanensis 1204 Êðèñòàëëû îòñóòñòâóþò 1, 2

107 Îãðîìíûå ðîìáîâèäíûå 1

H24ac novosibirsk 19-97 Êâàäðàòû-ðàìêè 9

H26 silo 9413 Ìåëêèå ðîìáîâèäíûå, ñöåïëåííûå ñî ñïîðîé Í/î

H29 amagiensis 9416 Êðóïíûå ðîìáîâèäíûå-ðàìêè Í/î

84-F-58-35 Êðóïíûå ðîìáîâèäíûå-ðàìêè Í/î

H31 toguchini B-973 Ðîìáîâèäíûå âåëè÷èíîé ñî ñïîðó è îâàëüíûå Í/î

9417 Ðîìáîâèäíûå âåëè÷èíîé ñî ñïîðó è îâàëüíûå Í/î

H33 leesis 9419 Ñðåäíèå è ìåëêèå áåñôîðìåííûå Í/î

* Ãåíû cry1, cry2, cry3, cry4, cry7, 8, cry9 è cry11à íå îáíàðóæåíû.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15Ì
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Ðèñ. 1. RAPD-ïðîôèëè ðàçëè÷íûõ øòàììîâ B. thurin-
giensis: Ì — ìàðêåð ìîëåêóëÿðíîé ìàññû (100 ï.í.+2 ò.ï.í.+
+ 3 ò.ï.í., “ÑèáÝíçèì”, Íîâîñèáèðñê); 1 — Bt ssp. finitimus
218; 2 — Bt ssp. finitimus 106; 3 — Bt ssp. tohokuensis 945; 4 —
Bt ssp. silo 9413; 5 — Bt ssp. thuringiensis 221; 6 — Bt ssp.
thuringiensis 213; 7 — Bt ssp. sotto 56; 8 — Bt ssp. novosibirsk
19-97; 9 — Bt ssp. toguchini B-973; 10 — Bt ssp. amagiensis
84-F-58-35; 11 — Bt ssp. yunnanensis 1204; 12 — Bt ssp.
yunnanensis 107; 13 — Bt ssp. kurstaki B-995; 14 — Bt ssp.
kurstaki 1ÁÕÇ; 15 — Bt ssp. kurstaki 273

Îêîí÷àíèå òàáëèöû
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ÌÎÊÅÅÂÀ è äð.

Bt ssp. thuringiensis 221 1
Bt ssp. thuringiensis 213 1

Bt ssp. finitimus 218 2
Bt ssp. finitimus 106 2
Bt ssp. silo 9413 3
Bt ssp. tohokuensis 945 4
Bt ssp. tolworthi 211 5

Bt ssp. sumiyoshiensis 84-F-51-46 6
Bt ssp. galleriae 69-6 7a
Bt ssp. galleriae B-996 7a
Bt ssp. galleriae B-997 7a
Bt ssp. galleriae P2 7a
Bt ssp. galleriae P1 7a
Bt ssp. galleriae B1 7b

Bt ssp. galleriae B-1006 7b
Bt ssp. galleriae 280 7b
Bt ssp. kurstaki 273 8a
Bt ssp. kurstaki B-995 8a
Bt ssp. kurstaki 1ÁÕÇ 8b
Bt ssp. kurstaki B-994 8b

Bt ssp. aizawai 212 9
Bt ssp. morrisoni 209 10
Bt ssp. morrisoni PG-14 11
Bt ssp. sotto 56 12
Bt ssp. sotto 61 á/ä 13
Bt ssp. sotto 57à 13

Bt ssp. yunnanensis 1204 14
Bt ssp. dakota 1199 15
Bt ssp. dakota 944 15
Bt ssp. kumamotoensis 1202 16
Bt ssp. kumamotoensis 946 16
Bt ssp. entomocidus 201 17
Bt ssp. entomocidus 206 17

Bt ssp. yunnanensis 107 18
Bt ssp. israelensis 1125 19
Bt ssp. israelensis B-992 19
Bt ssp. israelensis B-993 19
Bt ssp. israelensis 12JPS 19
Bt ssp. israelensis 749 19

Bt ssp. israelensis 164 19
Bt ssp. israelensis 2æä8 19
Bt ssp. israelensis BTS393 19
Bt ssp. fukuokaensis 84-I-1-13 20
Bt ssp. darmstadiensis 73-E-10 -16 21
Bt ssp. darmstadiensis 73-E-10 -2 21

Bt ssp. pakistani 1124 22
Bt ssp. israelensis 157 23
Bt ssp. israelensis 2å 1ã 23
Bt ssp. leesis 9419 24
Bt ssp. toguchini B-973 25
Bt ssp. toguchini 9417 25

Bt ssp. novosibirsk 19-97 26
Bt ssp. amagiensis 9416 27
Bt ssp. amagiensis 84-F-58-35 28

Ïîäâèä Øòàìì RAPD-òèï

60 80 100

Ñõîäèìîñòü, %

Ðèñ. 2. Äåíäðîãðàììà øòàììîâ B. thuringiensis ïî ðåçóëüòàòàì RAPD-ÏÖÐ-àíàëèçà



cry 1 è cry 9. Ó îñòàëüíûõ øòàììîâ èç ýòîãî ïîäâè-
äà B-997, P1, P2, B-1006 îáíàðóæåí åùå è ãåí cry
2. Øòàììû ïåðâîé è âòîðîé ãðóïï ðàçëè÷àëèñü è
ïî ïðîäóêöèè êðèñòàëëîâ òîêñèíà (ñì. òàáëèöó).
Îäíàêî ïðè ãåíîòèïèðîâàíèè ñ ïðîèçâîëüíûì
ïðàéìåðîì øòàììû ñ êðóïíûìè êðèñòàëëàìè
(B-996, B-997, P2) è ñ ìåëêèìè êðèñòàëëàìè
(B-1006), à òàêæå àêðèñòàëëè÷åñêèé âàðèàíò 280
èìåëè ñõîäíûå RAPD-ïðîôèëè.

Àíàëîãè÷íûå ðåçóëüòàòû áûëè ïîëó÷åíû è
äëÿ øòàììîâ âíóòðè ïîäâèäà kurstaki. Íåñìîòðÿ
íà ðàçëè÷èÿ â êðèñòàëëîîáðàçîâàíèè è â ðàñïðåäå-
ëåíèè ãåíîâ ó øòàììîâ Bt ssp. kurstaki, îíè èìåëè
ñõîäíûå ôèíãåðïðèíòû (ñì. ðèñ. 3). Âñëåäñòâèå
ýòîãî ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî äëÿ Bt ssp. galleria
è ssp. kurstaki ïîòåðÿ/èçìåíåíèå ïðèçíàêà êðèñòàë-
ëîîáðàçîâàíèÿ íå ÿâëÿåòñÿ ñëåäñòâèåì ñóùåñòâåí-
íûõ èçìåíåíèé ãåíîìà áàêòåðèè.

Bt ssp. israelensis áûë ïðåäñòàâëåí 10 øòàì-
ìàìè, êîòîðûå ðàçëè÷àëèñü ïî ìîðôîëîãèè ñèí-
òåçèðóåìûõ êðèñòàëëîâ. Øòàììû Bt ssp. isra-
elensis 157, 2å1ã ïðîäóöèðîâàëè êðèñòàëëû â ôîð-
ìå ìåëêèõ ðîìáîâ, à øòàìì 1125 ÿâëÿëñÿ ñïîðî-
âûì àêðèñòàëëè÷åñêèì âàðèàíòîì. Îñòàëüíûå
øòàììû Bt ssp. israelensis õàðàêòåðèçîâàëèñü
êðèñòàëëàìè â ôîðìå êðóïíûõ ãëûáîê, êëàññè-
÷åñêèìè äëÿ äàííîãî ïîäâèäà (ñì. òàáëèöó). Ïðè
îïðåäåëåíèè ãåíîâ ýíäîòîêñèíîâ ðàíåå íàìè
áûëî ïîêàçàíî [18], ÷òî ïðàêòè÷åñêè âñå øòàììû
â ýòîì ïîäâèäå ñîäåðæàò ìîñêèòîöèäíûå ãåíû
cry 4 è cry 11 çà èñêëþ÷åíèåì øòàììîâ Bt ssp. is-
raelensis 157, 2å1ã, êîòîðûå õàðàêòåðèçóþòñÿ íà-
ëè÷èåì ãåíîâ cry 7, 8, è øòàììà Bt ssp. israelensis
1125, ó êîòîðîãî èññëåäóåìûå ãåíû íå îáíàðóæå-
íû (ñì. òàáëèöó).

Ñîãëàñíî RAPD-àíàëèçó (ðèñ. 4) è ðåçóëüòà-
òàì, ïðåäñòàâëåííûì â äåíäðîãðàììå (ñì. ðèñ. 2),
âèäíî, ÷òî øòàììû Bt ssp. israelensis ðàçäåëèëèñü
íà äâå ãðóïïû (2 RAPD-òèïà). Îäíó ãðóïïó ñîñòàâ-
ëÿëè øòàììû Bt ssp. israelensis 157, 2å1ã ñ ìåëêè-
ìè ðîìáè÷åñêèìè êðèñòàëëàìè, äðóãóþ — øòàì-
ìû ñ êðóïíûìè áåñôîðìåííûìè îêðóãëûìè ïàðà-
ñïîðàëüíûìè âêëþ÷åíèÿìè è àêðèñòàëëîôîðíûé
øòàìì Bt ssp. israelensis 1125. Ñîâåðøåííî î÷å-
âèäíî, ÷òî â äàííîì ñëó÷àå ïðèñóòñòâóþò ñóùåñò-
âåííûå ðàçëè÷èÿ â ãåíîìå, âîçìîæíî, ñâÿçàííûå ñ
ïðèîáðåòåíèåì øòàììàìè Bt ssp. israelensis 157,
2å1ã ãåíîâ cry 7, 8.

Îñòàëüíûå ïîäâèäû (êðîìå galleria, kurs-
taski è israelensis) Bt áûëè ïðåäñòàâëåíû òîëüêî
äâóìÿ—òðåìÿ øòàììàìè êàæäûé.

Ðàçëè÷èÿ RAPD-ïðîôèëåé îòìå÷àëè âíóò-
ðè ïîäâèäîâ Bt ssp. yunnanensis, morrisoni è
amagiensis, îäíàêî òîëüêî ó øòàììîâ ïîäâèäà Bt

ssp. yunnanensis ýòè ðàçëè÷èÿ áûëè íàñòîëüêî âå-
ëèêè, ÷òî ýòè øòàììû ïîïàëè â ðàçíûå RAPD-
òèïû íà ôèëîãåíåòè÷åñêîì äåðåâå. Äâà øòàììà
Bt ssp. yunnanensis ñèëüíî ðàçëè÷àëèñü ïî ñâîéñò-
âàì: øòàìì 1204 ÿâëÿåòñÿ àêðèñòàëëè÷åñêèì âà-
ðèàíòîì, à øòàìì 107 ïðîäóöèðóåò íåîáû÷íî
êðóïíûå ðîìáîâèäíûå êðèñòàëëû.

Áûëî ïîêàçàíî [18], ÷òî ïðîôèëè øòàììîâ
Bt ssp. sotto 61á/ä è 57à îêàçàëèñü èäåíòè÷íûìè.
Øòàìì 56 Bt ssp. sotto ýòîãî æå ïîäâèäà îòëè÷àëñÿ
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Ðèñ. 3. RAPD-ïðîôèëè øòàììîâ B. thuringiensis ïîä-
âèäîâ galleria è kurstaki: Ì — ìàðêåð ìîëåêóëÿðíîé ìàññû
(100 ï.í.+2 ò.ï.í.+3 ò.ï.í., “ÑèáÝíçèì”); 1 — Bt ssp. galleria
69-6; 2 — Bt ssp. galleria B-996; 3 — Bt ssp. galleria B-997; 4 —
Bt ssp. galleria P2; 5 — Bt ssp. galleria P1; 6 — Bt ssp. galleria
B1; 7 — Bt ssp. galleria B-1006; 8 — Bt ssp. galleria 280; 9 —
Bt ssp. kurstaki 273; 10 — Bt ssp. kurstaki 1ÁÕÇ; 11 — Bt ssp. kur-
staki B-994; 12 — Bt ssp. kurstaki B-995
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Ðèñ. 4. RAPD-ïðîôèëè øòàììîâ B. thuringiensis ïîä-
âèäîâ israelensis: 1 — Bt ssp. israelensis 1125; 2 — Bt ssp.
israelensis 157; 3 — Bt ssp. israelensis 2å1ã; 4 — Bt ssp.
israelensis 749; 5 — Bt ssp. israelensis 164; 6 — Bt ssp.
israelensis Â-992



îò îñòàëüíûõ ÷ëåíîâ ïîäâèäà ïî êàðòèíå RAPD-
àíàëèçà. Øòàììû ðàçëè÷àþòñÿ è ïî ñïåêòðó cry ãå-
íîâ, òàê, ó Bt ssp. sotto 61á/ä è 57à áûëè îáíàðóæå-
íû ãåíû cry 7, 8, ó Bt ssp. sotto 56 ýòèõ ãåíîâ íåò, íî
ïðèñóòñòâóþò ãåíû cry 1, 9 [18].

Ïî äâà øòàììà, îòíîñÿùèõñÿ ê ïîäâèäó Bt
ssp. dakota, darmstadiensis, entomocidus, finitimus,
thuringiensis, toguchini, kumamotoensis, áûëè ïðîà-
íàëèçèðîâàíû äëÿ âûÿâëåíèÿ ôèëîãåíåòè÷åñêîãî
ðîäñòâà. Ýòè øòàììû âíóòðè ïîäâèäà ïîêàçàëè
âûñîêóþ ãîìîãåííîñòü â RAPD-àíàëèçå.

Íåîáõîäèìî îòìåòèòü, ÷òî øòàììû íåêîòî-
ðûõ ïîäâèäîâ Bt áûëè èäåíòè÷íû ïî RAPD-ïðî-
ôèëÿì èëè áëèçêîðîäñòâåííû øòàììàì, ïðèíàä-
ëåæàùèì ê äðóãèì ïîäâèäàì. Íàïðèìåð, øòàì-
ìû Bt ssp. silo 9413 è Bt ssp. tohokuensis 945 èìå-
ëè ñõîäíûå RAPD-ïðîôèëè, êàê ïîêàçàíî íà
ðèñ. 1. Bt ssp. galleria è Bt ssp. kurstaki îòëè÷àëèñü
äðóã îò äðóãà ïî ïîëîæåíèþ òîëüêî îäíîé ïîëî-
ñû. Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî â îáîèõ ñëó÷àÿõ
óêàçàííûå øòàììû áëèçêîðîäñòâåííû äðóã äðóãó.
Îäíàêî ñëåäóåò ó÷èòûâàòü, ÷òî ïîëîñû â ñõîäíûõ
ïîçèöèÿõ ìîãóò ïðåäñòàâëÿòü ðàçëè÷íûå àìïëè-
ôèöèðîâàííûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, è ýòî ñõîäñò-
âî, âîçìîæíî, íå îòðàæàåò ôèëîãåíåòè÷åñêèå âçàè-
ìîîòíîøåíèÿ äàííûõ ïîäâèäîâ (âåðîÿòíî, â ýòîì
ñëó÷àå òðåáóþòñÿ äîïîëíèòåëüíûå èññëåäîâàíèÿ
ñ äðóãèìè ïðàéìåðàìè).

Òàêèì îáðàçîì, â ðåçóëüòàòå òèïèðîâàíèÿ
54 øòàììîâ Bt, ïðåäñòàâëÿþùèõ 23 ïîäâèäà, ìåòî-
äîì RAPD-ôèíãåðïðèíòà øòàììû Bt áûëè ðàñïðå-
äåëåíû íàìè ïî 28 RAPD-òèïàì.

Ïî ðåçóëüòàòàì ôèëîãåíåòè÷åñêîãî àíàëèçà
íàèáîëåå ãîìîãåííûìè ÿâëÿþòñÿ ïîäâèäû Bt gal-
leria è kurstaki. Ñäåëàíî ïðåäïîëîæåíèå, ÷òî äëÿ
ýòèõ ïîäâèäîâ ïîòåðÿ/èçìåíåíèå êðèñòàëëîîáðà-
çîâàíèÿ íå ñâÿçàíî ñ ñóùåñòâåííîé ìîäèôèêàöè-
åé ãåíîìà áàêòåðèè.

Â òî æå âðåìÿ, øòàììû ïîäâèäà israelensis
157, 2å1ã, õàðàêòåðèçóþùèåñÿ íàëè÷èåì ãåíîâ cry
7, 8, è ìåëêèõ êðèñòàëëîâ, è øòàììû òîãî æå ïîä-
âèäà ñ êðóïíûìè êðèñòàëëàìè îêàçàëèñü íà äåíä-
ðîãðàììå ðàçäåëåíû íà äâà RAPD-òèïà, ÷òî, âåðî-
ÿòíî, îòðàæàåò ñóùåñòâåííûå ðàçëè÷èÿ â ñòðîå-
íèè èõ ãåíîìîâ.

Ðåçóëüòàòû ïðîâåäåííûõ èññëåäîâàíèé ïîä-
òâåðäèëè, ÷òî äàííàÿ ìåòîäîëîãèÿ ïîçâîëÿåò ïðî-
âîäèòü èäåíòèôèêàöèþ Bt íå òîëüêî íà óðîâíå
ïîäâèäîâ, íî è âíóòðè íèõ. Êàê ïðàâèëî, âñå øòàì-
ìû Bt â ïðåäåëàõ ïîäâèäà èìåëè èäåíòè÷íûå
RAPD-ïðîôèëè, è áîëüøèíñòâî øòàììîâ, ïðèíàä-
ëåæàùèõ ê ðàçíûì ïîäâèäàì, íå ïîêàçàëè èäåí-
òè÷íûõ êàðòèí ôèíãåðïðèíòà. Ïîëó÷åííûå RAPD-

ïðîôèëè ìîãóò áûòü îñíîâîé äëÿ ñîçäàíèÿ ãåíîì-
íûõ ïàñïîðòîâ èññëåäîâàííûõ øòàììîâ Bt.
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Molecular Typing of Bacillus thuringi-

ensis Strains by RAPD Analysis

Classification of 54 Bacillus thuringiensis strains by me-

ans of RAPD analysis has been carried out. The results were used

as a basis to design a phylogenetic tree, and all B. thuringiensis

strains were divided into 28 genomic types. As a rule, all B. thu-

ringiensis isolates within the subspecies showed identical RAPD

profiles, and the majority of isolates that belong to different subs-

pecies, had different pictures upon fingerprinting. It was establis-

hed that each of the kurstaki and galleria serovars consisted of ge-

netically identical or close strains. The assumption that for these

subspecies a loss (or modification) of crystal formation does not

reflect essential changes of the bacterial genome was made. Unli-

ke the above subspecies, the israelensis, yunnanensis and sotto

serovars were genetically heterogeneous. Indeed, B. thuringiensis

ssp. israelensis strains 157 and 2å1ã with small endotoxin crystals

contained cry 7, 8 genes, whereas the strains with large crystals

fell into two types on the dendrogram according to putative modi-

fications in their genomic structures that were detected by

RAPD-analysis.

Key words: Bacillus thuringiensis, dendrogram, RAPD

analysis.
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