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Инвазия патогенов сопровождается конкурентными взаимодействиями между патогенами и микро-
биотой, исключением ниши в кишечнике для патогена и индукцией иммунных процессов в орга-
низме хозяина. Эти процессы сопровождаются накоплением вторичных метаболитов микробиоты, 
что может изменять физико-химические характеристики кишечника хозяина, что, в свою очередь, 
может влиять на скорость развития бактериальных инфекций, в том числе вторичных. Проведенные 
исследования показали, что в первые 24 часа in vitro и in vivo взаимодействие Bacillus thuringiensis 
(Bt) и симбиотических бактерий Serratia liquefaciens приводит к защелачиванию условий среды, как 
в культуральной жидкости, так и в содержимом кишечника колорадского жука Leptinotarsa decem-
lineata. Совместное использование бактерий S. liquefaciens и Bt приводило к 83% гибели личинок 
колорадского жука уже через 48 ч после воздействия, что было в 8.3 раза выше смертности особей 
от Bt инфекции, не превысившей 10%. Аналогичные синергические эффекты гибели особей за-
регистрированы при скармливании личинкам колорадского жука корма, обработанного Bt и пеп-
тидной фракцией метаболитов S. liquefaciens. Не исключено, что при инвазии патогенов в услови-
ях кишечного сообщества микроорганизмов может происходить увеличение синтеза метаболитов 
и выделение в окружающую среду ингибиторов, которые отвечают за активацию эндотоксинов Bt 
(Cry – токсинов).
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Бактерии Bacillus thuringiensis (Bt) широко рас-
пространены и обнаруживаются повсеместно. Не-
благоприятные условия данные бактерии пере-
носят в виде спор. Инсектицидная активность Bt 
в отношении насекомых из различных отрядов обу-
словлена образованием, как во время вегетативной 
фазы, так и во время споруляции, различных ин-
сектицидных токсинов белковой природы, вклю-
чая Cry, Cyt, Vip и Sip (Höfte, Whiteley, 1989; Palma 
et al., 2014; Malovichko et al., 2019). Некоторые под-
виды Bt способны синтезировать дополнительные 
токсины в процессе бактериального метаболизма, 

например, экзотоксины (Obeidat et al., 2012). Bt со-
ставляют основу большинства биоинсектицидов, 
используемых для борьбы с вредителями во всем 
мире. Эти бактерии эффективны против большин-
ства насекомых, включая представителей отрядов 
Lepidoptera, Coleoptera и Diptera (Göldel et al., 2020). 
В кишечнике чешуекрылых активация Cry-токсина 
происходит при его взаимодействии с эпителиаль-
ным слоем кишечника хозяина в условиях ограни-
ченного протеолиза и высоких значениях pH при 
участии сериновых протеаз (Bravo et al., 2007; Pal-
ma et al., 2014; Melo et al., 2016). Однако некоторые 
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виды насекомых, особенно Coleoptera, имеют кис-
лые или нейтральные условия в кишечнике, и ак-
тивация Cry-токсина в этом случае происходит при 
участии дополнительного набора цистеиновых или 
аспарагиновых протеаз (Michaud et al., 1995).

Колорадский жук Leptinotarsa decemlineata Say 
(Coleoptera: Chrysomelidae) является одним из наи-
более значимых сельскохозяйственных вредите-
лей растений семейства Solanaceae. Контроль чис-
ленности L. decemlineata осложнен ввиду высокой 
миграционной активности и экологической пла-
стичности этого вида (Alyokhin et al., 2013). При 
отсутствии контроля численности личиночные 
и имагинальные стадии колорадского жука спо-
собны практически полностью уничтожать веге-
тативную массу растений, приводя к потере 75% 
урожая картофеля (Sablon et al., 2013). Формиро-
вание кишечного микробного сообщества у L. de-
cemlineata, как и других фитофагов, происходит 
во время питающихся стадий – онтогенетическо-
го развития (Gayatri Priya et al., 2012; Xiang et al., 
2019). Микробиота L. decemlineata в  основном 
представлена Pseudomonadota (синоним Proteo-
bacteria), хотя состав и структура могут меняться 
в зависимости от географического положения по-
пуляции и предпочитаемого кормового растения 
(Muratoglu et al., 2011; Yun et al., 2014; Chung et al., 
2017; Yu et al., 2021).

Ранее нами было показано, что развитие Bt ин-
фекций у колорадского жука сопровождается уве-
личением бактерий семейства Enterobacteriaceae, 
включая виды Enterobacter ludwigii, Citrobacter freun-
dii, Serratia marcescens и др. (Polenogova et al., 2021). 
Причем реинтродукция этих симбионтов в кишеч-
ник личинок ускоряет развитие бактериальной 
септицемии, приводя к деструктивным процессам 
эпителия кишечника уже в первые сутки после за-
ражения (Polenogova et al., 2021, 2022). Наруше-
ние целостности эпителиального слоя кишечника 
позволяет патогенным и симбиотическим бакте-
риям проникать в гемоцель насекомых, приводя 
к  септицемии и  гибели хозяина (Grimont, Gri-
mont, 2006; Bravo et al., 2007). Не исключено, что 
бактериальное сообщество микробиоты кишеч-
ника может оказывать влияние на возникновение 
и развитие бактериальных инфекций у насекомых 
(Kamada et al., 2013). Проникновение патогенов 
в  кишечник насекомых приводит к  изменению 
структуры микробного сообщества, часто сопро-
вождающемуся увеличением количества опреде-
ленных групп бактерий, что направлено на пре-
дотвращение колонизации кишечника патогенами 
(Caccia et al., 2016). Эти процессы сопровождаются 
конкурентными взаимодействиями между патоге-
нами и микробиотой, синтезом метаболитов, вы-
делением ниши в кишечнике для патогена и ин-
дукцией иммунных процессов в организме хозяина 
(Li et al., 2020; Keswani et al., 2020). В совокупности 

вторичные метаболиты микробиоты способны из-
менять физико-химические условия в кишечнике 
хозяина, что, в свою очередь, может сказываться 
на скорости развития бактериальных инфекций, 
включая вторичные инфекции (Zheng et al., 2017; 
Weiss et al., 2019; Li et al., 2020; Gupta, Dey, 2023). 
Мы предполагаем, что определенные виды бакте-
рий микробиоты насекомых оказывают значитель-
ное влияние на активацию Cry-токсинов Bt, изме-
няя кислотность среды кишечника хозяина.

Целью данного исследования было изучение 
влияния бактерий S. liquefaciens и их вторичных ме-
таболитов на изменения кислотности среды в ки-
шечнике личинок L. decemlineata и развитие бак-
териальных инфекций, вызванных B. thuringiensis.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ  
ИССЛЕДОВАНИЯ

В данной работе были использованы кристал-
лобразующие бактерии Bacillus thuringiensis var. 
tenebrionis (H8ab; 2495K2 morrisoni) из коллекции 
энтомопатогенных микроорганизмов Института 
систематики и экологии животных Сибирского 
отделения Российской академии наук (ИСиЭЖ 
СО РАН). Симбиотические бактерии Serattia liq-
uefaciens 7518 были изолированы из кишечников 
личинок L. decemlineata и  идентифицированы 
нами в  предыдущем исследовании (Polenogova 
et al., 2021). Бактерии культивировали при 28°C 
на  универсальной агаризованной питательной 
среде (“Химедиа”, Индия). Микробиологиче-
ские препараты 6-сут культуры Bt, предваритель-
но окрашенные 5% водным раствором эозина, 
микроскопировали (100× Аксиоскоп 40, “Zeiss”, 
Германия). Соотношение спор и  кристаллов 
в препарате составило 1:1. Микробиологические 
препараты 16-ч культур S. liquefaciens окрашива-
ли по Граму и оценивали гомогенность культуры. 
Бактериальные суспензии готовили в 150 мМ рас-
творе хлорида натрия, предварительно дважды от-
мыв культуру (6000 g, 10 мин). Титр бактериальной 
суспензии определяли с помощью гемоцитометра 
Нойбауэра. Конечная концентрация Bt в суспен-
зии составила 2 × 10⁷ спор и кристаллов на 1 мл. 
Конечная концентрация бактерий S. liquefaciens 
в суспензии составила 1 × 108 кл./мл.

Наработку метаболитов S. liquefaciens проводили 
путем культивирования бактерий (120 об./мин при 
28°C) в питательном бульоне (“Химедиа”, Индия), 
содержащем 3 × 105 кл./мл. 16-ч культуру осажда-
ли центрифугированием (12000 g, 40 мин при 4°С). 
Супернатант насыщали до 70% сульфатом аммо-
ния (NH4)2SO4 при 4°C до  полного растворения 
соли по методике, описанной Dawson et al. (1969) 
с некоторыми изменениями. Осадок, полученный 
центрифугированием (12000 g, 40 мин при 4°С) 
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смывали ddH2O и проводили 48-ч диализ при 4°С 
в 0.01 М фосфатно-солевом буфере (pH 7.2). По-
лученный раствор метаболитов пропускали через 
шприцевые насадки с  диаметром пор 0.22 мкм. 
Концентрацию пептидной фракции метаболитов 
определяли по методу Брэдфорд (Bradford, 1976).

Взаимоотношения между Bt  и S. liquefaciens 
оценивали in  vitro методом двойной культуры 
на питательном агаре с кислотностью среды (pH) 
от 4.5 до 10.0 (шаг 0.5). На свежепосеянный га-
зон S. liquefaciens помещали блоки агаризованной 
среды (D=7 мм) со  свежепосеянной культурой 
Bt и соответственно наоборот. Характер взаимо-
действия оценивали по наличию зон ингибирова-
ния роста бактерий после 24 ч культивирования 
при 28°C. Результаты выражали как среднее ± SD. 
Анализ проводили для четырех биологических по-
вторностей для каждого варианта.

Изменения кислотности культуральной жид-
кости при раздельном и  совместном культиви-
ровании in vitro Bt и S. liquefaciens анализировали 
каждые 6 ч на протяжении 1 сут культивирования 
при 28°C; pH используемого для культивирова-
ния питательного бульона составила 6.2, что было 
приближено к  значениям pH  в среднем отделе 
кишечника личинок L. decemlineata (неопубли-
кованные данные). Питательный бульон, содер-
жащий 3 × 105 спор и кристаллов Bt в 1 мл и/или 
3 × 106 бактериальных клеток S. liquefaciens в 1 мл, 
инкубировали при 28°C. Кроме того, Bt культиви-
ровали в присутствии пептидной фракции мета-
болитов S. liquefaciens, содержащей 8.1 мкг белка 
в 1 мл. В контрольном варианте в бульон вноси-
ли 150 мМ раствор хлорида натрия. Анализ был 
проведен в трех биологических повторностях для 
каждого варианта воздействия. Полученные дан-
ные выражали как среднее ± SD.

Личинки колорадского жука (2–4 ч после линь-
ки в 4-ый возраст) были собраны с картофельных 
полей, свободных от  обработок инсектицидами 
в  течение сезона (Новосибирская обл., Россия; 
53°44′3.534″ N, 77°39′0.0576″ E). Насекомых содер-
жали в проветриваемом помещении при постоян-
ной температуре 25°C со световым периодом 16 : 8 
(день : ночь) на свежесрезанных побегах растений 
картофеля Solanum tuberosum.

Побеги растений картофеля обрабатывали су-
спензиями Bt  и/или бактерий S. liquefaciens или 
их пептидной фракцией метаболитов путем мелко-
дисперсного опрыскивания. После 20-минутного 
подсушивания при комнатной температуре корм 
помещали в 350-мл вентилируемые контейнеры 
с личинками. Каждая биологическая повторность 
включала 10 особей.

Через 48 ч и далее ежедневно корм заменяли 
необработанным. В контроле корм обрабатывали 
150 мМ  раствором хлорида натрия. Период на-
блюдения составил 7 дней. Для каждого варианта 

воздействия было проанализировано минимум три 
биологические повторности. В эксперименте были 
использованы следующие варианты воздействия: 
контроль, Bt, бактерии S. liquefaciens, пептидная 
фракция метаболитов S. liquefaciens, Bt + бактерии 
S. liquefaciens и Bt + пептидная фракция метаболи-
тов S. liquefaciens.

В содержимом среднего отдела кишечника личи-
нок колорадского жука во всех экспериментальных 
группах был проведен анализ кислотности среды че-
рез 12 и 24 ч после воздействия. Диссекцию среднего 
отдела кишечника проводили на льду в 150 мМ рас-
творе хлорида натрия. Содержимое среднего отде-
ла кишечника извлекали, помещали в 1 мл ddH2O, 
суспендировали и проводили измерения. Для каж-
дого варианта воздействия было проанализировано 
не менее 9 биологических повторностей (1 повтор-
ность=1 особь). Полученные данные выражали как 
среднее ± SD.

Анализ выживаемости насекомых проводили 
по методу Каплана–Мейера (Лог-Ранк). Стати-
стическую значимость межгрупповых различий 
с нормальным распределением (Шапиро–Вилкс 
W) анализировали с  использованием однофак-
торной ANOVA со значимым значением p < 0.05, 
с  последующим тестом наименьших квадратов 
разницы тест Тьюки. Для расчетов и  визуали-
зации данных были использованы программы 
STATISTICA 8 и GraphPad Prism5.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В рамках данного исследования нами был про-
веден анализ взаимодействия энтомопатогенных 
Bt и симбиотических бактерий S. liquefaciens в ус-
ловиях in vitro на плотных питательных средах, при 
различной кислотности среды (pH) в диапазоне 
значений от 4.5 до 10.0. Результаты анализа пока-
зали присутствие четко различимых зон ингиби-
рования роста S. liquefaciens энтомопатогенными 
бактериями Bt, где диаметр зон лизиса варьировал 
от 7.4 ± 0.2 до 9.2 ± 0.1 мм через 24 ч культивиро-
вания бактерий на питательных средах с pH от 6.5 
до 10.0 (рис. 1).

Однако наиболее выраженный эффект инги-
бирования роста S. liquefaciens при их взаимодей-
ствии с Bt наблюдался при значениях pH пита-
тельной среды 7.5 и 8.0, где диаметр зон лизиса 
составил 9.2 ± 0.1 и 9.1 ± 0.3 мм соответственно. 
Это согласуется с нашим предыдущим исследо-
ванием, где наблюдали ингибирование роста эн-
теробактерий бактериями Bt  in vitro (Polenogova 
et al., 2021). Известно, что Serratia, так же как и Bt, 
способны расти в широком диапазоне значений 
pH  от 5 до 9 (Akiba et  al., 1979; Dias, Sagardoy, 
1998; Mai, 2018); pH  среды может в  значитель-
ной мере влиять на выработку симбиотическими 
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бактериями вторичных метаболитов, в том числе 
обладающих антимикробным действием. Так, для 
B. amyloliquefaciens (родственных Bt) была пока-
зана способность к синтезу антимикробных ве-
ществ в  кислых и  нейтральных условиях, при 
этом определенные биологически активные ве-
щества (гомологи сурфактина) вырабатывались 
исключительно при определенных уровнях pH 
(Chowdhury et al., 2022). Таким образом, полу-
ченные нами результаты позволяют предполо-
жить, что pH питательной среды 7.5–8.0 может 
способствовать значительной продукции анти-
микробных веществ Bt.

Рост Bt ограничен доступностью питательных 
веществ (West et  al., 1985), что может быть обу
словлено конкурентными взаимоотношениями 
с  другими микроорганизмами, занимающими 
определенную экологическую нишу (кишечник 
насекомых, почва и т.д.). Конкурентные взаимо-
отношения между микроорганизмами сопрово-
ждаются активацией систем секреции белка (Eida 
et al., 2020), которые могут быть антибиотиками, 
антимикотиками, ферментами, токсинами и др. 

(Green, Mecsas, 2016). Через 6 ч культивирования 
Bt значения pH питательного бульона составили 
6.21 ± 0.01, что было выше (на 0.07), чем в вари-
антах культивирования S. liquefaciens отдельно или 
совместно с Bt, где в обоих случаях была зареги-
стрирована кислотность среды 6.14 ± 0.01 (Тьюки 
тест: p < 0.05; рис. 2).

Вероятно, эти изменения могут быть связаны 
с поглощением кислорода во время экспоненци-
ального роста бактерий и  накоплением опреде-
ленных органических кислот (Arzumanov, 1979). 
Это подтвердили полученные результаты анализа 
pH  среды для вариантов инкубирования бакте-
рий S. liquefaciens отдельно и совместно с Bt. Через 
12 ч раздельного культивирования Bt или S. lique-
faciens pH составили 6.54 ± 0.04 и 6.87 ± 0.09, в то 
время как совместное культивирование бактерий 
привело к увеличению защелачивания питательной 
среды до 7.05 ± 0.03 (достоверно для S. liquefaciens: 
p < 0.05 и для S. liquefaciens + Bt: p < 0.001; рис. 2а). 
Дальнейшее защелачивание питательной среды 
может выступать одним из механизмов формиро-
вания биопленок бактерий, как было показано для 

рН 4.5 рН 5.0 рН 5.5 рН 6.0

рН 7.5 рН 8.0рН 7.0рН 6.5

рН 8.5 рН 9.0 рН 9.5 рН 10.0

7.4 ± 0.2 мм 7.4 ± 0.2 мм 8.3 ± 0.1 мм 8.3 ± 0.3 мм

9.1 ± 0.3 мм9.2 ± 0.1 мм8.1 ± 0.3 мм8.5 ± 0.5 мм

Рис. 1. Взаимодействие Bacillus thuringiensis tenebrionis (morrisoni) и Serratia liquefaciens in vitro методом двойной куль-
туры на питательном агаре с кислотностью питательной среды (pH) от 4.5 до 10.0.
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B. subtilis (Tran et al., 2024). Эти процессы связаны 
с развитием бактерий и предшествуют споруляции 
микроорганизмов и их переходу в стационарную 
фазу, что характеризуется последовательностью 
морфологических и  биохимических изменений, 
включая повышенную ферментативную актив-
ность и продукцию различных биологически ак-
тивных соединений бактериями (Waites et al., 1970; 
Maal et al., 2011; Sánchez-Clemente et al., 2018).

Внесение в питательный бульон, содержащий 
Bt, пептидной фракции метаболитов S. liquefa-
ciens через 6 ч также привело к снижению значе-
ний pH  культуральной жидкости до 5.86  ±  0.01 
(p < 0.001, по сравнению с вариантом одиночно-
го культивирования Bt; рис. 2б). Результаты ана-
лизов в последующие временные точки показали, 
что присутствие пептидной фракции метаболитов 
S. liquefaciens в  культуральной жидкости с  бак-
териями Bt  в период инкубирования с 12 до  24 
ч  способствовало увеличению значений pH  на 
0.35–0.55 и составило от 7.12 ± 0.03 до 7.36 ± 0.02 
(p < 0.001, по сравнению с культивированием Bt). 
Сам по себе раствор пептидной фракции метабо-
литов S. liquefaciens приводил к  защелачиванию 
(на 0.15) питательной среды, где значения pH со-
ставили 6.28 ± 0.03 и сохранялись на протяжении 
всего периода наблюдения (p < 0.05, по сравнению 
с контролем). Полученные результаты показали за-
кисление среды в первые 12 ч бактериями S. liq-
uefaciens, тогда как Bt приводило к защелачиванию 
pH через 18 ч. Вероятно, эти процессы являются 
следствием накопления продуктов метаболизма 
микроорганизмов (главным образом, вторичных 
метаболитов). В пользу этого предположения вы-
ступают результаты, полученные нами при куль-
тивировании Bt с внесением пептидной фракции 
метаболитов S. liquefaciens.

Считается, что pH влияет на рост и выживае-
мость бактерий, но  не оказывает существенного 
влияния на патогенность Bt против целевых насе-
комых (Dias, Sagardoy, 1998). Проведенные био-
тестирования со скармливанием личинкам коло-
радского жука Bt и бактерий S. liquefaciens привело 
к 83 %-ной массовой гибели особей уже через 48 ча-
сов после воздействия. При этом отдельное исполь-
зование бактерий Bt привело к гибели 10% особей, 
а в группе личинок, получавшей бактерии S. lique-
faciens, смертность личинок вовсе отсутствовала. 
Соответственно, наблюдался синергетический эф-
фект (χ2 > 105.9, df=1; p < 0.001; рис. 3а). К концу 
периода наблюдения смертность CPB колорадского 
жука в варианте со скармливанием смеси бактерий 
составила 93%, причем синергический эффект был 
стабильным с 3 по 7 день наблюдения (χ2 > 23.53, 
df=1; p < 0.001; рис. 3а). В группе жуков, которым 
скармливали Bt, развитие бактериальной инфек-
ции было “плавным” и к 7 сут привело к гибели 
38% особей (p < 0.001, по сравнению с вариантом 
Bt + S. liquefaciens; рис. 3а).

Совместная обработка корма Bt  и пептидной 
фракцией метаболитов S. liquefaciens, также как 
и при скармливании бактерий, привела к синер-
гическому эффекту со 2 по 7 день наблюдения 
(χ2 > 16.12, df=1; p < 0.001; рис. 3б). Причем через 48 
ч после скармливания Bt и пептидной фракции ме-
таболитов S. liquefaciens гибель личинок составила 
70%, что значительно превышало 17%-ную смерт-
ность в группе с воздействием только Bt (p < 0.001). 
В группах личинок, которым скармливали только 
бактерии S. liquefaciens или их пептидные фракции 
метаболитов, смертность особей не превышала 10% 
на 7 сут наблюдения и не имела значительных отли-
чий по сравнению с контрольной группой насеко-
мых (p > 0.3). Активация протоксина Bt происходит 

6    12  18  24
(б)

1 2 3 4  1 2 3 4    1 2 3 4     1 2 3 4

pH
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7.0

6.5

6.0
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(а) Время инкубации (ч) Время инкубации (ч)
6    12  18  24

1 2 3 4  1 2 3 4    1 2 3 4     1 2 3 4
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Рис. 2. Изменения кислотности культуральной жидкости (pH) in vitro при 24-часовом культивировании B. thuringien-
sis tenebrionis (morrisoni) совместно с (a) бактериями Serratia liquefaciens или (б) пептидной фракцией метаболитов S. 
liquefacien: 1 – контроль; 2 – B. thuringiensis; 3 – S. liquefaciens; 4 – B. thuringiensis + S. liquefaciens. Разные буквы (а–d) 
указывают на межгрупповые отличия (тест Тьюки, p < 0.05).
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в щелочных условиях среднего отдела кишечника 
насекомых (Koller et al., 1992) с образованием ак-
тивного токсина, который, взаимодействуя с клет-
ками эпителиального слоя кишечника хозяина, 
приводит к образованию пор, лизису клеток и, как 
результат, – к разрушению кишечника (Melo et al., 
2016). Нарушение целостности эпителия позволя-
ет патогенным и симбиотическим бактериям полу-
чить доступ в гемоцель насекомых, что приводит 
к септицемии и гибели хозяина (Grimont, Grimont, 
2006; Bravo et al., 2007). Настоящее исследование 
показывает, что бактериальное сообщество микро-
биоты кишечника может влиять на возникновение 
и развитие бактериальных инфекций у насекомых. 
Ранее другими исследовательскими группами было 
показано, что симбиотические кишечные бактерии, 
особенно энтеробактерии, усиливали инсектицид-
ную активность Bt в отношении личинок Lymantria 
dispar (Broderick et al., 2006). Причем, аналогичные 
результаты были получены и на аксеничных ви-
дах чешуекрылых. Так, обработка антибиотиками 
снижала смертность особей, вызванную развитием 
Bt, однако повторное введение в кишечник насе-
комых бактерий рода Enterobacter способствовало 
развитию Bt инфекции (Broderick et al., 2009). Хотя 
и считается, что для активации специфичных для 
Coleoptera подвидов Bt насекомым необходим до-
полнительный набор цистеиновых и аспарагино-
вых протеаз в  кишечнике (Michaud et  al., 1995), 
наши результаты показали, что симбиотические 
энтеробактерии способны регулировать pH содер-
жимого кишечника личинок колорадского жука 
в первые часы развития инфекции. Так, результаты 

анализа кислотности содержимого среднего отде-
ла кишечника показали, что в первые 24 ч после 
скармливания Bt наблюдалось увеличение pH на 
0.56–0.68, что было достоверно выше полученных 
значений pH в контроле (p < 0.001; рис. 4а–4б).

Интересно, что совместная обработка корма 
Bt и бактериями S. liquefaciens приводила к за-
щелачиванию условий среды до 6.88  ±  0.04, 
но эти значения не имели значительных отли-
чий с  группой, где насекомых кормили только 
Bt (p=0.98; рис. 4а). Схожие эффекты наблюдали 
при скармливании личинкам колорадского жука 
пептидной фракции метаболитов S. liquefaciens 
совместно с  Bt, где на  протяжении 24 ч  после 
воздействия кислотность среды не  отличалась 
от контроля (p > 0.05, рис. 4б).

Полученные результаты могут говорить о том, 
что вклад в развитие Bt инфекций у колорадско-
го жука L. decemlineata не ограничивается сим-
биотическими бактериями S. liquefaciens, а  об-
условлен взаимодействием всего микробного 
сообщества кишечника, направленного на пре-
дотвращение колонизации кишечника патогена-
ми. Эти процессы сопровождаются накоплени-
ем продуктов вторичного метаболизма бактерий 
S. liquefaciens (антибиотиков, антимикотиков, 
ферментов и т.д.), которые способны связывать-
ся с Cry-токсинами и приводить к изменениям 
физико-химических условий (pH) в  кишечни-
ке, что ускоряет развитие Bt инфекций в первые 
часы после инвазии патогенов. Вполне возмож-
но, что в  условиях бактериального сообщества 
кишечника L. decemlineata происходит выделение 
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Рис. 3. Смертность личинок колорадского жука (Leptinotarsa decemlineata) после пероральной инокуляции энтомо-
патогенных бактерий B. thuringiensis tenebrionis (morrisoni) (Bt) и (a) бактерий Serratia liquefaciens или (б) их пептидной 
фракции метаболитов. Разные буквы (a–с) указывают на значительные межгрупповые различия (Лог ранк, p < 0.001). 
# – синергетический эффект, посчитанный Robertson and Preisler (2004).
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определенных ингибиторов, обусловливающих 
работу протеаз (как микроорганизмов, так и насе-
комых), участвующих в активации Cry-токсинов 
Bt. Также не исключено, что под действием ме-
таболитов микробного сообщества может про-
исходить частичное ингибирование развития Bt 
в кишечнике хозяина. Однако эти предположе-
ния требуют дальнейших исследований.
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The Symbiotic Bacterium Serratia Liquefaciens  
Enhances the Development of Bacillus Thuringiensis Bacteriosis  

in Colorado Potato Beetle Larvae by Alkalinization of pH in the Midgut

A. S. Artemchenko1, 2, T. N. Klementeva1, V. P. Khodyrev1, V. N. Sitnikov3,  
V. V. Glupov1, O. V. Polenogova1, *

1Institute of Animal Systematics and Ecology SB RAS, Novosibirsk, 630091, Russia
2Novosibirsk State University, Novosibirsk, 630090, Russia

3Stavropol State Agrarian University, Stavropol, 355035, Russia
*e-mail: ovp0408@yandex.ru

Abstarct. Invasion by pathogens is accompanied by competitive interactions between the pathogens and the 
microbiota, by the allocation of a niche in the intestine for the pathogen, and induction of immune processes 
in the host organism. These processes are accompanied by the accumulation of microbiota secondary 
metabolites, which may result in alterations of physicochemical characteristics of the host gut. These events 
may affect the speed of progression of bacterial infections, including secondary bacterial infections. In this 
study, experimental evidence showed that within the initial 24-h period, both in vitro and in vivo, interaction 
between Bacillus thuringiensis (Bt) and the symbiotic bacterium Serratia liquefaciens caused alkalization of 
the medium: both the culture fluid and the midgut contents of the Colorado potato beetle (CPB). Combined 
oral administration of S. liquefaciens and Bt resulted in 83% mortality of CPB larvae as early as 48 h after 
the inoculation. This mortality rate was 8.3-fold higher than that (<10%) observed in individuals infected 
with Bt alone. Provision of food treated with Bt and a peptide fraction of S. liquefaciens metabolites to CPB 
larvae had analogous synergistic effects on mortality. It is possible that during an invasion by pathogens under 
conditions of the gut microbiota, there is an increase in the production of metabolites that can result in a 
release of inhibitors into the local medium. These inhibitors may then act as activators of Bt endotoxins (Cry 
toxins). This hypothesis requires further research.

Keywords: microbiota, bioinsecticide, entomopathogenic bacteria, biological control, Leptinotarsa decemlineata
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