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Одно из направлений в биологической борьбе с вредными организмами — использование 
бактерий рода Bacillus, в том числе энтомопатогенных штаммов Bacillus thuringiensis. Для произ-
водства препаратов на основе B. thuringiensis разработаны питательные среды, в состав которых 

входят натуральные органические компоненты. В настоящей работе впервые подобрана и модифи-
цирована оптимальная полусинтетическая среда MMBt, позволяющая улучшить технологический 

процесс, который обеспечивает получение эффективных и технологичных биопрепаратов на основе 
различных сероваров Bacillus thuringiensis. Цель работы — поиск оптимальных сред для получения 
эффективных и технологичных в производстве и применении биопрепаратов на основе Bacillus 

thuringiensis. Объектами исследования служили культуры B. thuringiensis var. thuringiensis 800/15 
(BtH1 800/15) и B. thuringiensis var. darmstadiensis 25 (BtH10 25). Состав сред для культивирования 

был следующим: среда ССY — 0,5 мМ MgCl2Ł6H2O, 0,01 мМ MnCl2Ł4H2O, 0,05 мМ 
FeCl3Ł6H2O, 0,05 мМ ZnCl2, 0,2 мМ CaCl2Ł6H2O, 13 мМ KH2PO4, 26 мМ K2HPO4, 20 мг/л 
глутамина, 1 г/л гидролизата казеина, 0,4 г/л дрожжевого экстракта, 0,6 г/л глицерола; среда 

MВt — 7 г/л гидролизата казеина, 6,8 г/л KH2PO4, 0,12 г/л MgSO4Ł7H2O, 0,0022 г/л 
MnSO4Ł4H2O, 0,014 г/л ZnSO4Ł7H2O, 0,02 г/л Fe2(SO4)3, 0,18 г/л CaCl2Ł4H2O; среда LВ — 

10 г/л триптона, 5 г/л дрожжевого экстракта, 10 г/л NaCl; модифицированная полусинтетическая 
среда MMBt (modified MBt) — 7 г/л гидролизата казеина, 6,8 г/л KH2PO4, 0,12 г/л 
MgSO4Ł7H2O, 0,0022 г/л MnSO4Ł4H2O, 0,014 г/л ZnSO4Ł7H2O, 0,02 г/л Fe2(SO4)3, 0,18 г/л 

CaCl2Ł4H2O (25) + глюкоза (1,0 %)  и цитрат Na (2 г/л). Эталоном служили дрожже-полисаха-
ридные среды (ДПС) для BtH1 и BtH10. Штаммы Bt культивировали в колбах Эрленмейера объ-

емом 750 мл, заполненных 40-50 мл среды, на качалке при 220 об/мин и температуре 29 C в 
течение 48-72 ч до созревания культуры, сопровождающегося образованием спор и кристалличе-

ского эндотоксина. На основе штаммов ВtH1 800/15 и ВtH10 25 были получены партии жидких 
препаратов, эффективность которых оценивали в 2020 и 2021 годах на картофеле (Solanum 

tuberosum L.) сорта Янтарь на Дальнем Востоке (Приморский край, Уссурийский р-н) против Hen-
oseplachna vigintioctomaculata Motsch и на картофеле сорта Емеля в Тамбовской области против 
Leptinotarsa decemleniata Say. В опытах использовали жидкие препараты, полученные на ДПС и 

MMBt. В контроле обработки не проводили, химическим эталоном против колорадского жука 
служил препарат Борей (АО «Август», Россия; норма расхода 0,1 л/га). Учеты проводили на 5-е, 

10-е и 15-е сут после обработки. Нормы применения жидких препаратов против колорадского 
жука — 20 л/га; против картофельной коровки — 15 и 20 л/га. Биологическую эффективность 
препаратов рассчитывали по формуле W.S. Abbot. Антифунгальную активность препарата ВtH10 

25, полученного на MMBt и ДПС, определяли методом агаровых блоков in vitro в чашках Петри. 
В контроле использовали среду без добавления препаратов. Тест-культурами служили грибы Bo-

trytis cinerea Pers. (штамм С-5) и Bipolaris sorokiniana (Sacc.) Shoemaker (штамм С-20). Ингиби-
рующую активность рассчитывали по формуле W.S. Abbot. Культивирование штаммов BtH1 800/15 
и BtH10 25 на разных питательных средах показало, что на полусинтетических средах MВt и LВ 

титры КОЕ были в 2 раза ниже, чем на ДПС, а на среде ССY — в 10 раз ниже. Их активность, 
определенная по содержанию экзотоксина, также была ниже, но на среде MВt у BtH1 800/15 она 

незначительно уступала ДПС. Поэтому для дальнейших исследований мы выбрали среду MВt, 
которая в результате проведенных экспериментов по оптимизации состава была модифицирована 
посредством добавления глюкозы (1,0 %) и цитрата Na (2 г/л). Полученная среда (MMBt) поз-

волила добиться существенного повышения титров, активности и скорости развития культуры по 
сравнению с исходной MBt. В 2020 году в Тамбовской области эффективность препарата на основе 

BtH1 800/15 против колорадского жука была высокой и на 5-е сут у препарата, полученного на 
ДПС, составляла 95,3 %, незначительно уступая химическому эталону. У препарата, полученного 
на MMBt, она была несколько ниже (83,3 %), но защитное действие сохранялось дольше, и на 

                                                            

* Работа выполнена при поддержке Минобрнауки России в рамках соглашения № 075-15-2021-1055 от «28» 
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проекта: «Мобилизация генетических ресурсов микроорганизмов на базе Ведомственной коллекции по-

лезных микроорганизмов сельскохозяйственного назначения (ВКСМ) при ФГБНУ ВНИИСХМ с исполь-

зованием сетевого принципа организации». 
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15-е сут эффективность составляла 73,7 %. В 2021 году эффективность препарата BtH1 800/15 
была ниже, чем в 2020 году. У препарата, наработанного на MMBt, она немногим уступала эф-
фективности препарата, полученного на ДПС, составив на 5-е сут после обработки соответственно 

75,3 и 67,7 %. Действие препарата ВtH10 25, полученного на MMBt, было слабее, чем в варианте 
с ВtH1 800/15 (47,7 % на 5-е сут). В Приморском крае также была отмечена высокая эффектив-

ность жидких препаратов против H. vigintioctomaculata. В 2020 году при норме применения препа-
рата BtH1 800/15 15 л/га эффективность в вариантах ДПС и MMBt составляла на 5-е сут соот-
ветственно 60,5 и 63,9 %. Аналогичные данные были получены в 2021 году. Ингибирующая актив-

ность препарата ВtH10 25, полученного на MMBt, на 5-е сут была на 12 % выше, чем у препарата, 
наработанного на ДПС, и составляла для B. sorokiniana 72,3 и 60,8 %, для B. cinerea — 78,9 и 

67,4 %. На 10-е сут эта тенденция сохранялась, но для препарата, наработанного на ДПС, было 
отмечено снижение ингибирования роста колоний B. sorokiniana и B. cinerea соответственно до 
57,3 и 44,3 %. Таким образом, препараты на основе Bacillus thuringiensis, полученные на среде 

MMBt, по эффективности в отношении вредителей лишь незначительно уступали препаратам, по-
лученным на ДПС, а в отношении фитопатогенов их эффективность была выше, чем у препаратов 

с ДПС. Среда MMBt перспективна для агробиотехнологии, поскольку при ее использовании за 
счет увеличения скорости роста культуры B. thuringiensis сокращается время, необходимое для 
формирования спор и белкового кристаллического эндотоксина. Так, на среде MMBt этот процесс 

заканчивается через 48 ч, а на среде ДПС через 72 ч, что позволяет уменьшить энергозатраты.  
 

Ключевые слова: биопрепарат, Bacillus thuringiensis var. thuringiensis, Bacillus thuringiensis 

var. darmstadiensis, Bipolaris sorokiniana, Botrytis cinerea, колорадский жук, картофельная коровка, 
ингибирующая активность, культуральная среда.  

 

Одно из ключевых направлений в агробиотехнологии — создание и 

применение биопрепаратов для борьбы с вредителями и патогенами расте-

ний. Существенную значимость имеют исследования, связанные с поиском 

оптимальных условий культивирования микроорганизмов, позволяющие 

повысить эффективность и технологичность соответствующих препаратов. 

Значительное внимание уделяется экологически безопасным сред-

ствам борьбы с вредными организмами, которые служат альтернативой хи-

мическим пестицидам. Одно из главных направлений в биологической 

борьбе с вредителями — использование микроорганизмов, в первую очередь 

энтомопатогенных бактерий рода Bacillus, которые считаются наиболее пер-
спективными для создания средств борьбы с насекомыми (1). Основу для 

90 % биопестицидов, используемых в коммерческих целях для борьбы с 

вредными насекомыми, составляют бактерии B. thuringiensis (2). Они ак-

тивны, в том числе, против насекомых отрядов Lepidoptera, Diptera, Coleop-
tera, Hymenoptera и нематод (3, 4). Для биоконтроля наиболее широко ис-

пользуют три патовара: А (var. thuringiensis, var. dendrolimus, var. galleria, var. 

kurstaki) — преимущественно против чешуекрылых, В (var. israelensis) — 

продуцент ларвицидных препаратов, С (var. tenebrionis, var. darmstadiensis) — 

против жуков (5). Микробиологические препараты на основе этих бактерий 

высокотоксичны в отношении определенных групп насекомых, безопасны 

для человека и минимально воздействуют на окружающую среду (6-9). Бла-

годаря им снижается химическая нагрузка на окружающую среду. 

Бактерии B. thuringiensis обладают полифункциональными свой-
ствами. Наряду с энтомоцидной активностью у них выявлена антифунгаль-

ная активность в отношении ряда фитопатогенов, вызывающих опасные за-

болевания культурных растений (10-12). Широкий спектр активностей B. thu-
ringiensis связан с наличием в их геноме репертуара генов, кодирующих син-

тез разнообразных белковых токсинов, минорных факторов вирулентности 

белковой природы, а также обусловливающих синтез разнообразных низко-

молекулярных метаболитов (13).  

Препараты, активные против жуков, широко используют против 

наиболее распространенных и опасных вредителей сельскохозяйственных 

культур, таких как колорадский жук (Leptinotarsa decemleniata Say) и 28-

точечная картофельная коровка (Henoseplachna vigintioctomaculata Motsch). 
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Колорадский жук обитает повсеместно. Он обладает высокой плодовито-

стью, легко адаптируется к разнообразным условиям и приспосабливается 

к новым изменениям биотических факторов. Разные стадии жука питаются 

весь вегетационный период. Потери урожая могут достигать 30-50 % и 

выше, а при отсутствии мероприятий по борьбе с ним его численность 

сильно увеличивается и урожай может полностью погибнуть (14). 

На Дальнем Востоке, где производится около 5 % картофеля в Рос-

сийской Федерации, наряду с колорадским жуком значительный вред куль-

туре наносит 28-точечная картофельная коровка (Henoseplachna vigintioc-
tomaculata Motsch, 1857) (15). Она может повреждать от 20 до 100 % поверх-

ности листьев, что приводит к значительным потерям урожая (16). 

Для производства препаратов на основе B. thuringiensis разработаны 

питательные среды, в состав которых входят кукурузная и соевая мука, 

крахмал, белково-витаминный концентрат (БВК) и другие натуральные ор-

ганические компоненты. Некоторые компоненты могут быть дефицитными. 

Хорошие результаты были получены при использовании в качестве источ-

ника азота гороховой, ячменной и овсяной муки (17). Препараты, получен-

ные на этих средах, обладают высокой активностью, но имеют ряд недо-

статков. Так, при производстве препаратов на этих средах часто происходит 

вспенивание культуры, в результате чего дорогостоящие фильтры в фермен-

терах забиваются и требуется их замена. Трудности также возникают при 

проведении обработок, поскольку рабочие растворы, содержащие органи-

ческие компоненты среды, забивают форсунки. Кроме того, питательные 

среды натурального органического состава зависят от качества и происхож-

дения исходного сырья. В связи с этим возник запрос на создание новых 

сред на основе относительно недорогих и стандартных, преимущественно 

синтетических, компонентов для оптимизированной среды, обеспечиваю-

щей наилучший рост и биосинтез продуктов жизнедеятельности, что в свою 

очередь позволило бы снизить стоимость производства биопестицидов.  

Известно, что в состав питательных сред, содержащих преимуще-

ственно синтетические компоненты, входят источники углерода и азота, 

представляющие собой производные натуральных компонентов, которые 

способствуют увеличению образования спор и белкового кристаллического 

эндотоксина, токсичного для насекомых (18, 19). Из источников азота 

наиболее часто используют дрожжевой экстракт (20) и гидролизат казеина, 

служащий источником белка (21). В качестве источников углерода преоб-

ладают глицерол и глюкоза (22, 23). 

В настоящей работе впервые подобрана и модифицирована опти-

мальная полусинтетическая среда MMBt (Modified MBt), позволяющая 

улучшить технологический процесс, который обеспечивает получение эф-

фективных и технологичных биопрепаратов на основе различных сероваров 

Bacillus thuringiensis. 

Цель работы — поиск оптимальных сред для получения эффектив-

ных и технологичных в производстве и применении биопрепаратов на ос-

нове Bacillus thuringiensis. 
Методика. Объектами исследования служили грамположительные 

бактерии B. thuringiensis var. thuringiensis 800/15 (BtH1 800/15) и B. thuringiensis 
var. darmstadiensis 25 (BtH10 25).  

Состав сред для культивирования был следующим: среда ССY — 

0,5 мМ MgCl2Ł6H2O, 0,01 мМ MnCl2Ł4H2O, 0,05 мМ FeCl3Ł6H2O, 0,05 мМ 

ZnCl2, 0,2 мМ CaCl2Ł6H2O, 13 мМ KH2PO4, 26 мМ K2HPO4, 20 мг/л глу-

тамина, 1 г/л гидролизата казеина, 0,4 г/л дрожжевого экстракта, 0,6 г/л 
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глицерола (24); среда MВt: 7 г/л гидролизата казеина, 6,8 г/л KH2PO4, 0,12 г/л 

MgSO4Ł7H2O, 0,0022 г/л MnSO4Ł4H2O, 0,014 г/л ZnSO4Ł7H2O, 0,02 г/л 

Fe2(SO4)3, 0,18 г/л CaCl2Ł4H2O (25); среда LВ: 10 г/л триптона, 5 г/л дрожже-

вого экстракта, 10 г/л NaCl (26); модифицированная полусинтетическая среда 

MMBt (modified MBt): 7 г/л гидролизата казеина, 6,8 г/л KH2PO4, 0,12 г/л 

MgSO4Ł7H2O, 0,0022 г/л MnSO4Ł4H2O, 0,014 г/л ZnSO4Ł7H2O, 0,02 г/л 

Fe2(SO4)3, 0,18 г/л CaCl2Ł4H2O (25) + глюкоза (0,5; 1,0 или 2,0 %) и цитрат 

Na (2 г/л). Эталоном служили дрожже-полисахаридные среды (ДПС) для 

BtH1 (27) и BtH10 (28). 

Штаммы Bt культивировали в колбах Эрленмейера объемом 750 мл, 

заполненных 40-50 мл среды, на качалке при 220 об/мин и температуре 

29 C в течение 48-72 ч до полного созревания, образования спор и кри-

сталлического эндотоксина. Число клеток и содержание экзотоксина, вы-

раженное в ЛК50 для личинок комнатной мухи Musca domestica Linn., опре-

деляли согласно методике С.Д. Гришечкиной с соавт. (29). Повторность 

опыта 3-кратная. 

На основе штаммов ВtH1 800/15 и ВtH10 25 в ферментерах на базе 

филиала «Экос» ФГБНУ ВНИИСХМ (г. Санкт-Петербург—Колпино) были 

получены партии жидких препаратов. Эффективность препаратов оцени-

вали в 2020 и 2021 годах на картофеле (Solanum tuberosum L.) сорта Янтарь 

на Дальнем Востоке (Приморский край, Уссурийский р-н) против H. viginti-

octomaculata и на картофеле сорта Емеля в Тамбовской области против 

L. decemleniata. В опытах использовали жидкие препараты, полученные на 

ДПС и MMBt. Опыты ставили в 4 повторностях на делянках 10 м2. В кон-

троле обработки не проводили, химическим эталоном против колорадского 

жука служил препарат Борей (АО «Август, Россия; норма расхода 0,1 л/га). 

Учеты проводили на 5-е, 10-е и 15-е сут после обработки. Нормы применения 

жидких препаратов против колорадского жука — 20 л/га; против картофель-

ной коровки — 15 и 20 л/га. Численность вредителя рассчитывали на одно 

растение (в опытах — 4 повторности по 10 растений). 

Биологическую эффективность (БЭ) препаратов рассчитывали по 

формуле W.S. Abbot (30):  
БЭ = (К  О)/К ½ 100 %, 

где К — численность вредителя до обработки, О — численность вредителя 

после обработки. 

Антифунгальную активность препарата ВtH10 25, полученного на 

MMBt и ДПС, определяли методом агаровых блоков in vitro в чашках Петри 

(31). Препараты, полученные на ДПС и ММBt, в концентрации 10 % вно-

сили в расплавленную и охлажденную до 40 С среду (картофельный агар). 

На поверхность застывшего агара помещали блоки размером 0,8 см, выре-

занные из 7-суточной культуры грибов. В контроле использовали среду без 

добавления препаратов. Тест-культурами служили грибы: Botrytis cinerea 

Pers. (штамм С-5) и Bipolaris sorokiniana (Sacc.) Shoemaker (штамм С-20). В 

каждом варианте было по 4 чашки, биологическая повторность опыта — 

4-кратная.  

Ингибирующую активность рассчитывали по формуле W.S. Abbot (30): 

СИ (степень ингибирования роста колоний гриба) = (Дк  До)/Дк ½ 100 %, 

где Дк и До — диаметр колонии гриба соответственно в контроле и опыте. 

Статистическую значимость различий оценивали посредством двух-

факторного дисперсионного анализа с поправкой Бонферрони для множе-

ственных сравнений. Рассчитывали средние (M), стандартные отклонения 

(±SD) и стандартные ошибки средних (±SEM). Данные по эффективности 
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препаратов против вредителей обрабатывали методом дисперсионного ана-

лиза при доверительном интервале 95 % (32). 

Результаты. Культивирование штаммов BtH1 800/15 и BtH10 25 на 

разных питательных средах показало, что на полусинтетических средах MВt 

и LВ титры КОЕ были в 2 раза ниже, чем на ДПС, а на среде ССY — в 10 

раз ниже. Их активность, определенная по содержанию экзотоксина, также 

оказалась ниже, но на среде MВt у BtH1 800/15 незначительно уступала ДПС 

(табл. 1), поэтому для дальнейших исследований была выбрана среда MВt. 

По данным K.W. Nikkerson с соавт. (33), добавление в питательную среду 

глюкозы и цитрата натрия способствует росту микробной массы и образо-

ванию кристаллов. В связи с этим мы изучили влияние различных концен-

траций глюкозы (0,5; 1,0 и 2,0 %) на развитие культур B. thuringiensis. Уста-

новлено, что при внесении в среду глюкозы в концентрациях 0,5 и 1,0 % 

развитие культуры заканчивалось через 48 ч, но титры КОЕ при 0,5 % кон-

центрации были ниже, чем при 1,0 %. При внесении 2,0 % глюкозы сдер-

живалось развитие культуры и процесс споруляции заканчивался через 

72 ч. Определив оптимальную концентрацию глюкозы 1,0 %, мы добавили 

в среду цитрат натрия (2 г/л) как дополнительный источник углерода, что 

позволило улучшить показатели. Титры на полученной нами среде MMBt 

повысились у BtH1 800/15 до 1,95 КОЕ/мл (на 21,8 %), у BtH10 25 до 

1,8 КОЕ/мл (на 12 %) (см. табл. 1). Показатели активности также увеличи-

лись. На среде MMBt развитие культур ускорялось. При этом процесс спо-

руляции и образования кристаллического белкового эндотоксина заканчи-

вался через 48 ч, тогда как на ДПС — через 72 ч. 

1. Характеристика препаратов на основе Bacillus thuringiensis var. thuringiensis 

800/15 (BtH1 800/15) и B. thuringiensis var. darmstadiensis 25 (BtH10 25), по-
лученных на разных питательных средах (М±SD) 

Штамм 

Среда 

ДПС MBt MMBt  CCY LB 

1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 
BtH1  

800/15 

3,35±0,10  2,4±0,2 1,60±0,10 3,0±0,1 1,95±0,20 2,8±0,2 0,38±0,10 6,9±0,1 1,30±0,10 6,3±0,2 

BtH10 25 3,0±0,2 2,5±0,2 1,5±0,1 4,2±0,1 1,8±0,1 3,4±0,2 0,3±0,1 7,9±0,2 1,1±0,1 6,7±0,2 

П р и м е ч а н и е. 1 — титр (КОЕ/мл), 2 — активность по ЛК50 для личинок 2-го возраста Musca domestica. 

Описание состава сред и размеры выборок см. в разделе «Методика». 
 

Ранее при культивировании B. thuringiensis на дрожже-полисахарид-

ных средах мы подобрали дозы посевного материала. Было установлено, что 

дозы от 0,2 до 1,0 % существенно не влияли на продуктивность штамма 

(17). При культивировании на MMBt дозы посевного материала в том же 

диапазоне (0,2; 0,5; 0,8; 1,0 %) оказались недостаточными, титры КОЕ 

были низкими. Испытания увеличенных доз посевного материала (4,0; 6,0; 

10,0 %) показали, что на этой среде наилучшие результаты достигались при 

внесении 10 % посевного материала от объема питательной среды, что со-

гласуется с данными В.В. Бирюкова (34). 

Оценка эффективности жидких препаратов, проведенная на карто-

феле сорта Емеля в Тамбовской области против колорадского жука, пока-

зала ее существенную зависимость от численности вредителя, которая, в свою 

очередь, зависела от погодных условий и составляла в среднем 9 экз/куст в 

2020 году и 33 экз/куст в 2021 году. 

В 2020 году эффективность препарата BtH1 800/15, полученного на 

ДПС, была высокой и на 5-е сут составляла 95,3 %, практически не уступая 

химическому эталону — 100 %. Эффективность препарата BtH1 800/15, 

наработанного на MMBt, была несколько ниже — 83,3 %, но защитное дей-
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ствие сохранялось дольше. На 15-е сут его эффективность составляла 

73,7 %, тогда как при обработке препаратом, полученным на ДПС, и хими-

ческим препаратом Борей — соответственно 58,8 и 56,2 %. В 2021 году эф-

фективность препаратов была ниже по сравнению с 2020 годом и на 5-е сут 

после обработки BtH1800/15 незначительно различалась в вариантах со сре-

дой MMBt и ДПС (соответственно 67,7 и 75,3 %). При использовании пре-

парата ВtH10 25, полученного на MMBt, эффективность уступала ВtH1 

800/15 и на 5-е сут составляла 47,9 %. Во всех вариантах эффективность 

снижалась на 15-е сут (табл. 2). 

2. Биологическая эффективность жидких препаратов на основе Bacillus thurin-

giensis var. thuringiensis 800/15 (BtH1 800/15) и B. thuringiensis var. darm-

stadiensis 25 (BtH10 25), полученных на разных питательных средах, против 

колорадского жука (Leptinotarsa decemlineata Say) на картофеле (Solanum 

tuberosum L.) сорта Емеля (N = 4, n = 10; Тамбовская обл., 2020-2021 годы) 

Вариант 
Норма рас-

хода, л/га 

Средняя численность личинок, 

экз/растение 

Эффективность, % 

(М±SD) 

до обра-

ботки 
после обработки 

5-е сут 10-е сут 15-е сут 
5-е сут 10-е сут 15-е сут 
2 0 2 0  г о д  

BtH1 800/15 (ДПС) 20 8,05 0,38 2,00 3,38 95,3±1,6 74,4±3,1 58,8±4,4 

BtH1 800/15 (MMBt) 20 14,80 2,38 4,98 3,85 83,3±5,0 65,4±8,7 73,7±8,7 

Химический эталон 

Борей 0,1 4,70 0,25 0,88 2,05 100 81,4±4,4 56,2±2,9 

Контроль Без обработки 7,10 3,08 2,52 1,30    

НСР05      7,7 16,0 14,9 

2 0 2 1  г о д  

ВtH1800/15 (ДПС) 20 36,30 8,96 14,2 8,97 75,3±6.3 60,7±7,7 47,7±3,6 

ВtH1 800/15 (MMBt)  20 35,20 11,4 16,2 20,3 67,7±2,1 53,7±5,5 42,5±5,0 

ВtH10 25 (MMBt)  20 30,45 16,8 18,0 18,5 47,9±3,1 40,8±3,9 39,4±4,9 

Химический эталон 

Борей  0,1 35,10 3,75 6,0 11,3 89,3±5,6 82,8±6,1 69,4±4,9 

Контроль Без обработки 25,90 29,4 19,5 10,1    

НСР05      12,0 8,9 13,6 

П р и м е ч а н и е. Использование препаратов на среде ММBt не приводило к засорению форсунок, в от-

личие от препаратов, полученных на ДПС. 

 

3. Биологическая эффективность жидких препаратов на основе Bacillus thurin-

giensis var. thuringiensis 800/15 (BtH1 800/15) и B. thuringiensis var. darm-

stadiensis 25 (BtH10 25), полученных на разных питательных средах, против 

28-пятнистой картофельной коровки (Henoseplachna vigintioctomaculata Motsch, 

1857) на картофеле (Solanum tuberosum L.) сорта Янтарь (N = 4, n = 10; 

Приморский край, Уссурийский р-н, 2020-2021 годы) 

Вариант 
Норма рас-

хода, л/га 

Средняя численность личинок,  

экз/растение 
Эффективность, % 

(М±SD) 
до обра-

ботки 

после обработки 

5-е сут 10-е сут 15-е сут 5-е сут 10-е сут 15-е сут 
2 0 2 0  г о д  

ВtH1 800/15 (ДПС) 15 2,7 1,2 0,6 0,2 60,5±7,0 79,5±5,0 86,4±4,9 

ВtH1 800/15 (MMBt) 20 3,2 0,9 0,6 0,2 70,5±5,4 84,3±7,1 90,3±3,8 

ВtH1 800/15 (MMBt)  15 3,0 1,2 0,5 0,4 63,9±6,7 78,5±4.1 76,2±5.6 

Контроль Без обработки 3,9 4,3 2,8 2,1    

НСР05      9,4 15,5 13,2 

2 0 2 1  г о д  

ВtH1 800/15 (ДПС) 15 4,3 1,8 1,0 1,0 76,8±6,4 79,2±4,1 81,0±5,2 

ВtH1 800/15 (MMBt)  15 5,7 2,3 1,2 1,2 78,5±5,7 80,4±3.6 82,7±6,9 

ВtH10 25 (ДПС) 15 6,5 3,5 1,5 0,7 72,1±4,9 76,8±5,9 89,6±6,7 

ВtH1025 (MMBt)  15 9,3 3,0 1,5 1,4 83,0±4,0 86,2±6,0 86,0±5,7 

Контроль Без обработки 3,9 7,9 5,2 4,9    

НСР05      7,6 9,7 13,0 

 

Высокая эффективность жидких препаратов, наработанных на раз-

ных средах, была показана и при обработке посадок картофеля против 28-

пятнистой картофельной коровки в Приморском крае. В 2020 году при 



422 

норме применения препарата BtH1 800/15 15 л/га эффективность в вариан-

тах со средой ДПС и MMBt на 5-е сут составляла соответственно 60,5 и 

63,9 %. В варианте с наработкой препарата на MMBt увеличение нормы 

применения до 20 л/га повышало эффективность до 70,5 %. Аналогичные 

данные были получены в 2021 году (табл. 3). 

В 2021 году наряду с препаратом ВtH1800/15 изучали эффективность 

ВtH1025. На 5-е сут после обработки в варианте с наработкой препарата на 

среде MMBt показатель был несколько выше, чем в варианте с ДПС, и 

составлял соответственно 83,0 % по сравнению с 72,1 %. На 15-е сут актив-

ность препаратов увеличивалась.  

Таким образом, полевые испытания, проведенные на картофеле 

против колорадского жука и 28-пятнистой картофельной коровки, показали 

эффективность использования MMBt для производства биопрепаратов. 

В опытах in vitro на 5-е сут ингибирующая активность жидкого пре-

парата на основе ВtH10 25, полученного на MMBt, была на 12 % выше, чем 

у препарата, наработанного на ДПС, и составляла для B. sorokiniana соот-
ветственно 72,3 и 60,8 %, для B. cinerea — 78,9 и 67,4 % (рис.). На 10-е сут 

такая тенденция сохранялась, и в варианте с ДПС было отмечено сниже-

ние ингибирования роста колоний B. sorokiniana до 57,3 %, B. cinerea — 

до 44,3 %. При использовании MMBt ингибирующая активность не сни-

жалась. В контроле на 5-е сут были выявлены приблизительно одинаковые 

темпы роста грибов B. sorokiniana и B. cinerea, но различия отмечали на 
10-е сут. 

Необходимо отметить, что статистически значимые (p < 0,0001) раз-
личия по диаметру колоний B. sorokiniana и B. cinerea на 5-е и 10-е сут были 
показаны не только при анализе антифунгального эффекта жидких препа-
ратов, наработанных на ДПС и MMBt, по сравнению с контролем, но и при 
сравнении эффектов обработки в двух этих вариантах между собой (см. 
рис., В).  

Среда MMBt имела существенные преимущества перед широко ис-

пользуемыми для производства жидких форм препаратов дрожже-полиса-

харидными средами. Поскольку Bacillus thuringiensis — одна из наиболее ши-

роко используемых в биотехнологии бактерий (35, 36), оптимизация сред 

для ее культивирования представляет существенный интерес. Так, в каче-

стве органических компонентов сред используют сложные субстраты ме-

лассу, кукурузный экстракт, кукурузную муку (37), соевую муку и др. (38). 

Важный фактор производства биопрепаратов — удешевление стоимости 

сред для культивирования, и соевая мука служит одним из наиболее деше-

вых компонентов (39). Однако их использование часто приводит к вспени-

ванию культуры при наработке препаратов, что требует замены фильтров, 

повышая, в конечном итоге, цену производства. 

В ряде исследований также показана важность баланса источников 

углерода и азота в средах для достижения оптимальной эффективности спо-

руляции культуры Bt. Установлено, что увеличение концентрации глюкозы 

в среде повышает оптическую плотность культуры, в то время как повыше-

ние содержания дрожжевого экстракта подавляет споруляцию (40). Другие 

источники азота могу оказывать как стимулирующие, так и ингибирующие 

эффекты, в зависимости от фазы роста культуры (41). Более того, недавно 

опубликовано исследование, в котором провели, по-видимому, наиболее 

детальный на сегодняшний момент сравнительный анализ влияния баланса 

источников азота и углерода в среде для культивирования на споруляцию 

культуры Bt. Было показало, что наиболее эффективное спорообразование 

происходит при соотношении углерода к азоту в среде, равном 5:1 (42). 
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Рост колоний грибов Botritys cinerea Pers. штамм С-5 (А) и Bipolaris sorokiniana (Sacc.) Shoemaker 

штамм С-20 (Б) на 5-е сут и диаметр колоний B. cinerea и B. sorokiniana (В) на 5-е и 10-е сут 

выращивания на картофельном агаре после обработки препаратом на основе Bacillus thuringiensis 

var. darmstadiensis 25 (BtH10 25): а — контроль (без использования препарата), б — препарат 

наработан на среде ДПС, в — препарат наработан на среде MMBt (см. описание в разделе 

«Методика»). 

* Различия между вариантами статистически значимы при p < 0,0001. 
 

Примечательно, что при использовании бактерий рода Bacillus для 
продукции ферментов на стадии вегетативной культуры, повышение содер-

жания азота, напротив, может оказывать благоприятный эффект (43). Та-

ким образом, подбор компонентов сред для оптимизации культивирования 

существенно зависит не только от систематического положения культиви-

руемых микроорганизмов, но и от стадии жизненного цикла (вегетативной 

или споровой). Традиционно используемые в средах для культивирования 

Bt автолизаты дрожжей задерживают споруляцию. Кроме того, сложные ор-

ганические компоненты снижают технологичность получаемых сред. 

Итак, разработанная нами модифицированная полусинтетическая 

среда (MMBt), которая состоит из гидролизата казеина, стандартного набора 



424 

солей с дополнительным внесением 1 % глюкозы и 2 г/л цитрата Na в каче-

стве источников углерода, позволила устранить эти недостатки. MMBt под-

ходит для производства жидких препаратов на основе Bacillus thuringiensis и 
имеет преимущества перед дрожже-полисахаридными средами (ДПС). 

Так, использование среды MMBt может обеспечить получение достаточно 

эффективных и более удобных для применения биопрепаратов на основе 

B. thuringiensis, поскольку при выращивании на этой среде увеличивается 
скорость роста культуры, сокращается период формирования спор и белко-

вого кристаллического эндотоксина. Так, на среде MMBt этот процесс за-

канчивался через 48 ч, а на среде ДПС через 72 ч, что позволяет уменьшить 

энергозатраты. При проведении полевых испытаний эффективности препа-

ратов, полученных на MMBt, не было отмечено засорения форсунок в об-

рабатывающем оборудовании, в то время как при обработке препаратами, 

полученными на ДПС, требуется промывание опрыскивающего оборудова-

ния, из-за засоренности частицами органической среды. Опыты на карто-

феле, проведенные в полевых условиях в Тамбовской области против коло-

радского жука и на Дальнем Востоке против 28-пятнистой картофельной 

коровки, подтвердила, что препараты B. thuringiensis var. thuringiensis 800/15 

и B. thuringiensis var. darmstadiensis 25, полученные на MMBt, не уступали по 

эффективности ДПС-препаратам и отличались более длительным инсекти-

цидным эффектом. Применение разработанной среды способствовало уси-

лению активности препарата на основе B. thuringiensis var. darmstadiensis 25 

в отношении фитопатогенных грибов. В целом, использование MMBt 

можно рассматривать как перспективную и более технологичную альтерна-

тиву дрожже-полисахаридным средам, позволяющую избежать применения 

дополнительных органических компонентов, которые в некоторых случаях 

могут быть нестандартными и сложными для приобретения. 
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A b s t r a c t   
 

One of the trends in the biological control of pests is the use of bacteria belonging to the 

genus Bacillus and, first of all, entomopathogenic strains of Bacillus thuringiensis. Of great interest to 

industrial biotechnology are studies related to the search for optimal cultivation conditions that can 

improve the manufacturability of the production of microbiological preparations and their effectiveness. 

Previously, the nutrient media for the production of microbiological preparations based on B. thurin-

giensis which include natural organic components have been developed. Nevertheless, during the pro-

duction of biopreparations based on this bacterium, the foaming of the culture frequently occurs and 

expensive filters of bioreactors have to be replaced. Also, during the treatment of plants, working 

solutions containing organic components of the liquid medium can clog the nozzles. This effect com-

plicates the treatment process. In addition, organic cultural media components are not standard and 

depend on the quality and source origin. In this regard, it is important to carry out the screening of 

optimal synthetic media that could eliminate these shortcomings. Our study was aimed at selecting the 

optimal synthetic media and evaluating the effectiveness of the obtained preparation samples in labor-

atory and field conditions. The objects of study were the cultures of B. thuringiensis var. thuringiensis 

800/15 (BtH1 800/15) and B. thuringiensis var. darmstadiensis 25 (BtH10 25). The composition of the 

culture media was as follows: CCY medium — 0.5 mM MgCl2Ł6H2O, 0.01 mM MnCl2Ł4H2O, 

0.05 mM FeCl3Ł6H2O, 0.05 mM ZnCl2, 0.2 mM CaCl2Ł6H2O, 13 mM KH2PO4, 26 mM K2HPO4, 

20 mg /l glutamine, 1 g/l casein hydrolysate, 0.4 g/l yeast extract, 0.6 g/l glycerol; MBt medium: 7 g/l 

casein hydrolyzate, 6.8 g/l KH2PO4, 0.12 g/l MgSO4Ł7H2O, 0.0022 g/l MnSO4Ł4H2O, 0.014 g/l 

ZnSO4Ł7H2O, 0.02 g/l Fe2(SO4)3, 0.18 g/l CaCl2Ł4H2O; LB medium: 10 g/l trypton, 5 g/l yeast 

extract, 10 g/l NaCl; modified semi-synthetic medium MMBt (modified MBt): 7 g/l casein hydroly-

zate, 6.8 g/l KH2PO4, 0.12 g/l MgSO4Ł7H2O, 0.0022 g/l MnSO4Ł4H2O, 0.014 g/l ZnSO4Ł7H2O, 

0.02 g/l Fe2(SO4)3, 0.18 g/l CaCl2Ł4H2O (25), glucose (1.0 %), Na citrate (2 g/l). Yeast polysaccha-

ride media (YPM) for BtH1 and BtH10 served as a reference. Bt strains were cultivated in 750 ml 

Erlenmeyer flasks filled with 40-50 ml of medium on a shaker at 220 rpm and 29 C for 48-72 h until 

the maturation of culture, accompanied by the formation of spores and crystalline endotoxin. On the 

basis of BtH1 800/15 and BtH10 25 strains, batches of liquid preparations were obtained, the effective-

ness of which was evaluated in 2020 and 2021 on potatoes (Solanum tuberosum L.) of the Yantar variety 

in the Far East (Ussuri district of Primorsky Krai) against Henoseplachna vigintioctomaculata Motsch 

and on potatoes of the Emelya variety in the Tambov region against Leptinotarsa decemleniata Say. In 

the experiments, liquid preparations obtained on YPM and MMBt were used, which were used at 

consumption rates of 15 and 20 l/ha. The biological effectiveness of the preparations was calculated 

according to the formula W.S. Abbot. The antifungal activity of the preparation BtH10 25, obtained on 

MMBt and YPM, was determined by the method of agar blocks in vitro in Petri dishes. The control 

medium was used without the addition of drugs. Fungi Botrytis cinerea Pers (strain C-5) and Bipolaris 

sorokiniana (Sacc.) Shoemaker (strain C-20) served as test cultures. The inhibitory activity was calcu-

lated according to the W.S. Abbot. Cultivation of BtH1 800/15 and BtH10 25 strains on different 

nutrient media showed that on semi-synthetic media MBt and LB CFU titers were 2 times lower than 

on YPM, while on CCY medium they were 10 times lower. Their activity, determined by the content 

of exotoxin, was also lower, but on the MBt medium it was slightly inferior to YPM for BtH1 800/15. 

Therefore, MBt medium was chosen for further studies, and the composition of this medium was 

modified by adding glucose (1.0 %) and Na citrate (2 g/l). The resulting MMBt medium made it 

possible to achieve a significant increase in titers, activity, and the rate of culture development com-

pared to the initial MBt. In 2020 in the Tambov region, the effectiveness of the preparation based on 

BtH1 800/15 obtained on DPS was high against the Colorado potato beetle and on the 5th day was 

95.3 %, slightly inferior to the chemical standard. In the case of preparation obtained on MMBt, it 

was slightly lower (83.3 %), but the protective effect lasted longer, and on day 15 the efficiency was 

73.7 %. In 2021, the efficacy of BtH1 800/15 was lower than in 2020. In the preparation obtained on 

MMBt, it was slightly inferior to the effectiveness of the preparation obtained on YPM, amounting to 

75.3 and 67.7 %, respectively, on the 5th day after treatment. The effect of the BtH10 25 preparation 
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obtained on MMBt was weaker than in the variant with BtH1 800/15 (47.7 % on day 5). In Primorsky 

Krai, the high efficacy of liquid preparations against H. vigintioctomaculata was also noted. In 2020, at 

a rate of application of the BtH1 800/15 preparation of 15 l/ha, the effectiveness in the YPM and 

MMBt variants was 60.5 and 63.9 %, respectively, on day 5. Similar data was obtained in 2021. The 

inhibitory activity of the BtH10 25 preparation obtained on MMBt was 12 % higher on day 5 than that 

of the preparation obtained on YPM, and was 72.3 and 60.8 % for B. sorokiniana and 78.9 and 67.4 % 

for B. cinerea. On day 10, this trend persisted, but for the preparation produced on YPM, a decrease 

in the inhibition of the growth of B. sorokiniana and B. cinerea colonies, respectively, to 57.3 and 

44.3 % was noted. Thus, preparations based on Bacillus thuringiensis obtained on the MMBt medium 

were only slightly inferior in terms of effectiveness against pests to preparations obtained on YPM, 

while their effectiveness against phytopathogens was higher than that of preparations with YPM. The 

MMBt medium is promising for agricultural biotechnology, since its use reduces the time required for 

the formation of spores and crystalline protein endotoxin by increasing the growth rate of the B. thu-

ringiensis culture. Thus, on the MMBt medium, this process ends after 48 h, and on the YPM medium, 

after 72 h, which makes it possible to reduce energy consumption. 
 

Keywords: biopreparation, Bacillus thuringiensis var. thuringiensis, Bacillus thuringiensis var. 
darmstadiensis, Bipolaris sorokiniana, Botrytis cinerea, Colorado potato beetle, potato ladybug, inhibi-

tory activity, cultural medium.  
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