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Как известно, инсектицидность культур BT
обусловлена в основном наличием в клетках кри�
сталловидных включений. Обнаружение этих
включений обычно осуществляется микроскопи�
чески. Массовые исследования культур BT необ�
ходимы при хранении и репродукции штаммов,
при отборе наиболее продуктивных штаммов для
промышленного изготовления бактериальных
инсектицидов, для оценки кристаллообразова�
ния у культур, применяемых в производстве, в ис�
следованиях по экспериментальной изменчиво�
сти и других работах. Очевидно, что для таких работ
возможность визуальной оценки кристаллообразо�
вания предпочтительнее микроскопических иссле�
дований отдельных колоний.

Отмеченное нами в ранних работах [1] свой�
ство некоторых культур серотипа H10 образовы�
вать розовый пигмент разной интенсивности или
его отсутствие впоследствии стало предметом бо�
лее тщательного исследования. Обнаружено, что
эти культуры отличаются также разной степенью
продуцирования кристаллов и вирулентностью.
При изучении явления потери кристаллообразо�
вания штаммами BT серотипа H10 в процессе их
ферментации в производстве бактериальных ин�
сектицидных препаратов было установлено, что
появившиеся беспигментные клоны не образуют
кристалловидных токсинов.

Впервые розовый пигмент обнаружен Бейе�
ринком в 1919 г. у дрожжей Candida pulcherrima и
назван пульхерримином. Образуется пульхерри�
мин также споровыми бактериями [2]. Свойство
продуцировать розовый пигмент культурами

B. thuringiensis var. alesti установлено еще в 1959 г.
[3]. Этот признак использован Тумановым [3], а
затем де Баржак и Бонфуа [4, 5]. 

Проведенный нами ранее микроскопический
анализ пигментных и беспигментных колоний
ряда культур ВТ серотипов Н10 и Н16 позволил
допустить существование определенной корреля�
ции между пигментацией и образованием кри�
сталловидных дельта�эндотоксинов у исследо�
ванных культур. Последующие исследования
позволили подтвердить существование отмечен�
ной корреляции у некоторых культур BT сероти�
пов H10 и H16 [6]. Других сведений о корреляции
розовой пигментации с кристаллообразованием у
культур ВТ в литературе нами не обнаружено.

Цель работы – изучение корреляции образова�
ния дельта�эндотоксина с пигментацией колоний
у широкого спектра штаммов BT разных серова�
ров, продуцирующих розовый пигмент. 

МЕТОДИКА

Материалом для исследований служили выде�
ленные и идентифицированные нами ранее пиг�
ментообразующие штаммы серотипов H10 и H16
[7], а также новые пигментообразующие штаммы
этих серотипов и серотипов Н3 и Н14. Все полу�
ченные штаммы включены в “Каталог культур
микроорганизмов” Республиканского центра де�
понирования микробов (РЦДМ) НАН Армении,
ранее Институт микробиологии АН Армении
(ИНМИА). В качестве эталонных использованы
штаммы, впервые выделенные нами, а также
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культуры из мировых коллекций, хранящиеся в
РЦДМ [7]. Список исследованных эталонных
штаммов приведен в табл. 1. 

Параллельно с пигментными штаммами alesti,
caucasicus и israelensis исследовались беспигмент�
ные культуры этих серотипов на наличие в них
единичных пигментных клонов (табл. 2). 

Образование пигмента этими штаммами про�
веряли на модифицированной питательной среде
Беттхера [13]. Состав среды: 10%�ная эмульсия
желтка куриного яйца в физиологическом рас�
створе с 3% агар�агара. Желток из асептически
вскрытого яйца добавляли в растопленную и
остуженную до 40–50°С питательную среду. Тща�
тельно перемешанную среду разливали в чашки
Петри. Рассев исследуемых культур осуществля�
ли с расчетом получения отдельных колоний. По�
сле двухсуточного инкубирования при 30°С из
рассева каждого исходного штамма выделяли

беспигментные колонии и колонии с розовой
окраской для последующего их изучения. Из от�
дельных колоний готовились мазки, окрашива�
лись карболовым фуксином Циля [14]. Препара�
ты изучали на наличие энтомоцидных кристаллов
с помощью микроскопа “БИОЛАМ ЛОМО”
(Россия) в фазовом контрасте. Серотипирование
выделенных колоний осуществляли H�антисыво�
ротками, полученными из Института Пастера в
Париже, а также приготовленной нами антисы�
вороткой к штамму ИНМИА 811 серовара cauca#
sicus, по известной методике [4].

Выделенные из одной культуры П+ и П– коло�
нии исследовали по некоторым физиолого�био�
химическим тестам, составляющим ключ для
дифференциации и идентификации ВТ: образо�
вание ацетилметилкарбинола (АМК) и уреазы;
лецитинвителлиновая реакция; ферментация
маннозы, сахарозы, салицина, целлобиозы; гид�

Таблица 1. Пигментация и кристаллообразование у коллекционных и эталонных штаммов B. thuringiensis

Серотип Серовар № штамма по ИНМИА Пигментация Кристаллообразование

Н3 alesti 890*, 1020*, 1116 + +

741, 743, 744, 1012, 1014, 1021 – –

kurstaki 1093*, 1094, 1095 – +

H10 caucasicus** 805**, 811, 837 + +

darmstadiensis 1075* – +

H14 israelensis 1125*, 874* + +

H16 indiana 1200* – +

827* + +

Примечание к табл. 1, 3, 4. 
* Коллекционные штаммы и впервые описанные нами штаммы, использованные в работе в качестве эталонных.

** Описан в 1968 г. как B. thuringiensis var. сaucasicus [8–10]. Включен в список инвалидных наименований [11]. В настоящей
работе для дифференциации от беспигментных штаммов серовара darmstadiensis [12] именуется сероваром caucasicus.

Таблица 2. Количество штаммов и колоний пигментообразующих серотипов B. thuringiensis, исследованных в работе

Серотип

Количество исследованных штаммов и колоний

всего штаммов
пигментация

число исследованных 
колоний

П+ П–  смесь колоний 

Н3 17 2 13 2 154

Н10 44 12 12 20 405

Н14 22 20 2 – 63

Н16 12 9 3 – 48

Всего 95 43 31 22 670
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ролиз крахмала, эскулина и желатина [4, 15]. Вы�
деление плазмидной ДНК и электрофорез прово�
дили по известным методикам [16]. 

В работе использовали акриламид, этидиум
бромид, ЭДТА производства “Serva” (Германия).
Все остальные реактивы были производства фир�
мы “Реахим” (Россия).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

 Выделенные нами новые культуры ВТ сероти�
пов Н3, Н10, Н14, Н16 – продуценты розового
пигмента, изучали на наличие пигментных (П+) и
беспигментных (П–) колоний и сравнивали с кол�
лекционными штаммами, принятыми нами в ка�
честве эталонных для указанных серотипов. 

В результате этих работ установлено значитель�
ное разнообразие штаммов по составу колоний в
культурах разных сероваров. У одних штаммов в
культуре обнаружены только розовые колонии или

колонии без пигмента, у других – колонии обоих
типов. Всего проанализировано 670 колоний
95 штаммов (табл. 2).

В табл. 3 представлены результаты микроско�
пического анализа отдельных колоний штаммов
ВТ серотипа Н3. Эталонные штаммы 1020 и 890 и
не эталонные 1014, 1116 серовара alesti соответ�
ствовали описанию, т.е. образовывали розовый
пигмент и характеризовались кристаллообразо�
ванием (K+) [17]. Выделенные нами беспигмент�
ные варианты этих штаммов кристаллов не обра�
зовывали (K–). 

Штаммы alesti из разных коллекций, утратив�
шие в результате длительного хранения способ�
ность образовывать пигмент, не содержали кри�
сталлов.

Коллекционные штаммы kurstaki 1093, 1094 и
1095 также соответствовали их описанию – П–К+

[18]. Группа штаммов “подобные kurstaki” отли�

Таблица 3. Корреляция образования пигмента и кристалловидных токсинов у коллекционных и выделенных на�
ми П+ культур B. thuringiensis серотипа H3

Серовар Окраска колоний 
исходного штамма

Исследованы штаммы Состав исследованных колоний

число
штаммов  № по ИНМИА число

колоний

П+ П–

К+ К– К+ К–

alesti П+ 2 1020*, 890* 5 5 – – –

Смесь П+ и П– 2 1014,1116 16 6 – – 10

П– 5 741, 743, 744, 1012, 1021 51 – – – 51

kurstaki П– 3 1093*, 1094, 1095 18 – – 18 –

подобные 
kurstaki

П– 5 683, 710, 1105, 1106, 1114 56 – – 11 45

Таблица 4. Корреляция образования пигмента и кристалловидных токсинов у коллекционных и выделенных П+

культур B. thuringiensis серотипа Н10

Серовар
Окраска

колоний исход�
ного штамма

Исследованы штаммы Характеристика
колоний

число 
штаммов № по ИНМИА число 

колоний

П+ П–

К+ К– К+ К–

caucasicus П+ 12 837, 839, 841, 844, 853, 876, 880, 
889, 893, 896, 917, 1096�3

37 37 – – –

Смесь П+ и П– 20 805**, 811, 831, 871, 873, 875, 879, 
884, 887, 888, 891, 895, 905, 914, 

915, 918, 919, 921, 924, 1113

193 96 – – 97

darmstadiensis П– 1 1075* 5 – – 5 –

подобные 
darmstadiensis

П– 6 911, 926, 927, 928, 939, 957 15 – – 10 5

5 641, 825, 828, 925, 950 155 – – – 155
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чалась содержанием колоний с кристаллами и без
кристаллов при отсутствии пигментации. Наиме�
нование “подобные” связано с тем, что хотя до�
полнительный антиген у этих штаммов не опре�
делялся, по отсутствию пигмента эти штаммы
близки к kurstaki. 

Полученные при изучении штаммов серотипа
Н3 результаты подтвердили корреляцию исследу�
емых признаков, обнаруженную у штаммов серо�
вара alesti, образующих пигмент: кристаллы обна�
ружены только у пигментных клонов. 

Штаммы серотипа Н10 так же, как и штаммы се�
ротипа Н3, состоят из двух групп: П+ и П– (табл. 4). 

Как видно из табл. 4, большинство отдельных
колоний из 32 выделенных и изученных нами
штаммов серовара caucasicus, образуют пигмент и
инсектицидные кристаллы. Однако в культуре
этих штаммов обнаруживаются также клоны без
пигмента, которые не имеют кристаллов. Культу�
ры остальных штаммов, которые по отсутствию
пигмента и ряду других свойств ближе к серовару
darmstadiensis и обозначены как “подобные”, со�
стоят из беспигментных колоний с кристаллами,
аналогично эталонному штамму серовара darms#
tadiensis ИНМИА 1075, хотя обнаруживаются так�
же клоны без кристаллов. Как и в беспигментных
культурах сероваров kurstaki и darmstadiensis, пиг�
ментные клоны не выявляются. 

Следовательно, для пигментообразующих
штаммов серотипа Н10 так же, как и серотипа
Н3, характерна корреляция признаков П+ и К+. 

У типовых штаммов серовара indiana (Н16), по
описанию авторов [19], а также у коллекционного
штамма 1200 пигментация отсутствует при нор�
мальном кристаллообразовании (табл. 5). 

У двух беспигментных штаммов (695 и 716)
этого серовара из нашей коллекции кристаллы не
образуются. В отличие от них, описанные нами
ранее представители серотипа Н16, в том числе
эталонный штамм ИНМИА 827, продуцируют
пигмент [7, 10]. При этом, исследованные пиг�
ментные колонии, выделенные из 9 штаммов это�
го серотипа, содержали кристаллы, т.е. у этих
штаммов имела место корреляция пигментации и
наличия кристаллов. Беспигментных колоний в
рассевах указанных штаммов не обнаружено. 

Таким образом, исследования пигментообра�
зующих штаммов трех серотипов (Н3, Н10 и Н16)
показали: как правило, если колония изучаемой
культуры пигментирована, то ее клетки образуют
ромбовидные или многогранные кристаллы ток�
синов. При отсутствии пигментации кристаллы
также отсутствуют. 

Штаммы серовара israelensis (Н14), в том числе
эталонные штаммы ИНМИА 874 и коллекцион�
ный ИНМИА 1125 [20], также характеризуются
присутствием пигмента (табл. 5). Только два
штамма (848, 762) оказались П–К–. У 19 исследо�
ванных пигментных штаммов кристаллы выявле�
ны только у 11. То есть, описанная закономер�
ность кореляции П+ и К+, установленная для
предыдущих трех сероваров, образующих ромбо�
видные и многогранные кристаллы, по�видимо�

Таблица 5. Корреляция образования пигмента и кристалловидных токсинов у коллекционных и выделенных на�
ми П+ культур B. thuringiensis серотипов H16 и H14

Серо�
тип Серовар

Окраска 
колоний 
исходно�

го штамма

Исследованы штаммы Состав
исследованных колоний

число 
штаммов № по ИНМИА число 

колоний

П+ П–

К+ К– К+ К–

H16 indiana П– 3 1200* 14 – – 14 –

695, 716 10 – – – 10

Подобные
indiana

П+ 9 32, 43, 827*, 848, 854,
855, 962, 881, 903

25 25 – – –

Н14 israelensis П+ 1 1125* 20 10 10 – –

11 6, 644, 685, 713, 858, 874*, 912, 
913, 1096�2, 1109�1, 1111

22 22 – – –

8 600, 619, 921, 622, 630,
732, 733, 899

16 – 16 – –

П– 2 848, 762 5 – – – 5
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му, не распространяется на штаммы серовара is#
raelensis, для которых характерными являются
сферические параспоральные включения.

Поскольку серологические свойства штаммов
являются основным дифференцирующим при�
знаком для ВТ [21], выделенные из штаммов серо�
варов alesti и caucasicus П–К– клоны были серотипи�
рованы антисыворотками к H�антигенам типовых
культур. Положительная реакция свидетельствова�
ла об их гомологичности, а также исключала веро�
ятность присутствия в пигментнообразующих куль�
турах колоний B. cereus (П–К–) постороннего про�
исхождения. 

Идентичность указанных клонов была допол�
нительно подтверждена физиолого�биохимиче�
скими диагностическими исследованиями по
10 признакам. В табл. 6 обобщены данные срав�
нительного изучения П+ и П– клонов культур се�
ровара caucasicus (Н10).

Как видно из табл. 6, изученные клоны П– по
большинству признаков идентичны исходным
П+. Некоторые различия наблюдаются лишь в
усвоении сахарозы и эскулина. Основное отли�
чие – наличие или отсутствие пигмента и кри�
сталлов, по�видимому, является результатом
внутриштаммовой изменчивости.

Вопросами внутриштаммовой изменчивости и
вирулентности энтомопатогенных бактерий ВТ
занимались еще в ранние годы развития промыш�
ленного производства и применения бактериаль�
ных инсектицидных препаратов [22, 23]. На куль�
турах разных серотипов (Н1, Н4 и др.) была пока�
зана связь морфологии колоний со споро� и
токсинообразованием [24, 25]. 

В настоящей работе выявлена корреляция
между образованием розового пигмента и кри�
сталлов δ�эндотоксина. Установлено, что эта осо�
бенность свойственна штаммам серотипов H3,
H10 и H16, продуцирующих ромбовидные и не�

Таблица 6. Физиолого�биохимическая характеристика П+К+ и П–К– штаммов B. thuringiensis серовара caucasicus
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ЧИЛ�АКОПЯН и др.

определенной формы кристаллы, и не характерна
для штаммов серотипа H14, образующих кри�
сталлы сферической формы. В культурах этого
серотипа обнаруживаются как варианты П+К+,
так и П+К–. 

Одновременная потеря способности образо�
вывать кристаллы и пигмент могла быть следстви�
ем элиминации плазмид. Однако изучение плаз�
мидного состава некоторых штаммов BT серовара
caucasicus (H10) не выявило различий у П+К+ и вы�
деленных из них П–К– штаммов (рисунок).

По�видимому, в случае исследованных нами
штаммов одновременная потеря признаков кри�
сталлообразования и пигментации не связана с
изменением генетического материала, а, как из�
вестно, [26–28], является следствием внут�
риштаммовой диссоциации.

Во всех случаях корреляция между образова�
нием кристаллов δ�эндотоксина и розового пиг�
мента, установленная в настоящей работе для эн�
томопатогенных штаммов ряда сероваров ВТ, мо�
жет быть использована в исследованиях по
экспериментальной изменчивости, служить кри�
терием сохранения их активности при длитель�
ном хранении и эффективным средством отбора
вирулентных клеток из популяций культур, что
особенно важно при применении этих штаммов
для производства инсектицидных препаратов.

Прикладное значение выявленной законо�
мерности ранее было оценено нами после
успешного применения разработанного подхода
при производстве бактериального препарата
БИП с использованием выделенного нами
штамма 844 [7]. Исходя из опыта этой работы,

мы полагаем, что изучение других энтомопато�
генных пигментообразующих штаммов на пред�
мет выявления установленной нами корреляции,
может быть полезно с точки зрения повышения
эффективности производств, использующих эти
штаммы, для получения инсектицидных препа�
ратов.
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Crystal Formation Peculiarities in Pigmented Cultures 
of Bacillus thuringiensis
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Abstract—A direct correlation has been established between pink�colored pigmentation and the production
of insecticide crystals (toxins) for some Bacillus thuringiensis (BT) pigmented cultures. This regularity was for
the first time determined by us for BT strains of the H3, H10, and H16 serotype. Pigment�free clones of these
serotypes do not produce crystals. A correlation was not observed in the case of H14 serotype strains with oval
inclusions. The revealed correlation makes it possible to distinguish crystal�yielding colonies in cultures of
the above�mentioned serotypes by the availability of pigmentation. This method can serve as an effective
express method for the detection of virulent clones, which is especially important if these strains are used for
obtaining insecticide preparations.
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