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1 Анаморфный аскомицет Beauveria bassiana
(Bals.) Vuill. – один из наиболее распространен!
ных в мире энтомопатогенных грибов, поражаю!
щий насекомых разных отрядов и активно исполь!
зующийся для создания экологически безопасных
инсектицидных препаратов [1–3]. Известно, что
разные штаммы гриба могут проявлять разную
устойчивость к лимитирующим абиотическим
факторам среды и, в частности, повышенным или
пониженным температурам [4–6]. Температур!
ные границы мицелиального роста гриба лежат в
пределах 5–37°С с оптимумом между 20–28°С
[5–8]. Ряд авторов при изучении культур из раз!
ных географических регионов мира отмечали, что
с понижением широты местности увеличивается
термотолерантность популяций разных видов эн!
томопатогенных грибов [9–11] или, напротив, в
более высоких широтах увеличивается их холодо!
вая активность [6, 11]. Однако в других исследо!
ваниях подобных закономерностей не выявлено
[5, 6, 12]. Недостаточно изученным остается во!
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прос о генетической общности штаммов с опреде!
ленными температурными преферендумами [13]. 

Равнинные территории Западной Сибири и
Казахстана представляют собой уникальный реги!
он для исследования температурных преференций
микроорганизмов в градиенте север–юг, посколь!
ку на данной территории идеально выражена ши!
ротная зональность [14] и, кроме того, данному ре!
гиону свойственна высокая сохранность есте!
ственных ландшафтов [15]. 

Поиск штаммов энтомопатогенных грибов с
разными температурными преференциями актуа!
лен и с прикладной точки зрения, поскольку в
условиях континентального и аридного климата
высокие температуры являются одним из основ!
ных лимитирующих факторов использования био!
препаратов на основе энтомопатогенных грибов
[13]. Следует отметить, что рядом авторов показа!
на взаимосвязь между устойчивостью к высоким
или низким температурам у грибов, определяемой
в различных тестах in vitro, и способностью инфи!
цирования насекомых!хозяев при субоптималь!
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Проведено исследование мицелиального роста в диапазоне 5–35°С у 20 изолятов энтомопатогенно!
го гриба Beauveria bassiana, выделенных в разных природных зонах Западной Сибири и Казахстана
(от 65° до 43° с.ш.). Показано, что в направлении север–юг у популяций гриба достоверно увеличи!
вается толерантность к повышенным температурам, что согласуется с хорошо выраженной широт!
ной зональностью исследуемой территории. Изменение в холодовой активности культур прослежи!
валось менее четко, и не было достоверно скоррелировано с широтой местности и теплообеспечен!
ностью регионов. Анализ геномного полиморфизма с использованием 7 мультилокусных
межмикросателлитных ДНК!маркеров (ISSR) показал значительную обособленность степных то!
лерантных к высокой температуре (35°С) изолятов гриба. Установлено, что именно степные изоля!
ты характеризуются наиболее высоким уровнем вирулентности и способностью формировать до!
чернюю инфекцию на пораженных хозяевах при повышенных температурах (>30°С). Полученные
данные свидетельствуют о том, что наиболее перспективным для контроля численности насекомых
в условиях континентального и аридного климата, будет использование изолятов, выделенных в
степных ландшафтах.
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ных для микромицетов температурных режимах
[11, 16, 17]. Однако другие исследователи не вы!
явили подобных тенденций [18]. 

В связи с этим, целью настоящей работы яви!
лась оценка мицелиального роста в температур!
ном диапазоне 5–35°С у изолятов Beauveria
bassiana, выделенных в разных природно!клима!
тических зонах Западной Сибири и Казахстана
(65°–43° с.ш.), анализ их генетических разли!
чий, а также изучение вирулентных свойств
культур при разных температурных условиях.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Культуры грибов. В работе использованы
20 изолятов Beauveria bassiana из коллекций энто!
мопатогенных микроорганизмов Института си!
стематики и экологии животных (ИСиЭЖ СО
РАН) и Всероссийского института защиты рас!
тений (ВИЗР РАСХН), выделенных на террито!
рии Западной Сибири и Казахстана (таблица).
Культуры выделены в равнинных или низкогор!
ных (до 700 м н.у.м.) районах из насекомых раз!
ных систематических групп или из почвы в ти!
пичных для природных зон биоценозах. В зави!
симости от районов выделения изоляты были
сгруппированы в 4 группы: 1) лесотундровые,

2) лесостепные, 3) северо!степные (из зоны раз!
нотравно!дерновинно!злаковых степей), 4) юж!
но!степные (из опустыненных степей предгорьев
Тянь!Шаня). Штаммы поддерживали на искус!
ственных питательных средах (ИПС) Чапека и
Ваксмана [19] при 4°С и пересевали с периодич!
ностью 1 раз в год.

Анализ радиального роста на ИПС. Исследова!
ние мицелиального роста культур проводили на
агаризованной среде Ваксмана. Из 4!суточных
культур, посеянных газоном, вырезали блоки
диаметром 8 мм и помещали на среду в центр ча!
шек Петри диаметром 90 мм. Культуры инкуби!
ровали в термостатах при 5, 10, 15, 20, 25, 30 и
35°С. В диапазоне температур 10–35°С за точку
учета эксперимента были взяты 14 сут, когда при
оптимальных температурах наиболее быстрорас!
тущие колонии достигали краев чашек Петри.
Измерение колоний проводили крест!накрест с
точностью до 1 мм. При анализе данных для ни!
велирования индивидуальных различий в скоро!
сти роста изолятов вводили коэффициент: у.е. =
= a/b × 100%, где у.е. – условные единицы роста
(относительный рост), a – диаметр колонии изо!
лята при определенной температуре, b – диаметр
колонии изолята при оптимальной температуре
(для большинства культур – 25°С). При анализе

Исследуемые изоляты Beauveria bassiana

№ п/п Изолят Природная зона Место изоляции Широта Долгота

1 N!2 Л!Т г. Надым 65°29′ 72°31′

2 As!584 Л!Т 100 км Ю г. Салехард 65°23′ 64°42′ 

3 As!588 Л!Т 100 км Ю г. Салехард 65°23′ 64°42′ 

4 As!589 Л!Т 100 км Ю г. Салехард 65°23′ 64°42′

5 Bol!1 Л!С Новосибирская обл. г. Болотное 55°41′ 84°22′ 

6 Bol!2 Л!С Новосибирская обл. г. Болотное 55°41′ 84°22′ 

7 Bol!4 Л!С Новосибирская обл. г. Болотное 55°41′ 84°22′

8 K!18 Л!С Новосибирская обл. с. Репьево 55°04′ 83°31′

9 Zh!17 Л!С Новосибирская обл. с. Жеребцово 55°06′ 83°18′ 

10 Bs!4 Л!С Новосибирская обл. c. Новососедово 54°37′ 83°57′ 

11 I!2 Л!С Новосибирская обл. с. Бурмистрово 54°38′ 82°47′ 

12 Uns!3 С!С Новосибирская обл. г. Карасук 53°45′ 77°42′ 

13 BBK!1 С!С Новосибирская обл. г. Карасук 53°42′ 78°10′ 

14 Sar!31 С!С Новосибирская обл. г. Карасук 53°41′ 78°02′ 

15 Sem!2 С!С С!В Казахстан г. Семей 50°22′ 80°22′ 

16 Sem!3 С!С С!В Казахстан г. Семей 50°22′ 80°22′

17 Uk!2 Ю!С Ю!В Казахстан, 70 км З г. Алматы 43°25′ 75°50′ 

18 Uk!4 Ю!С Ю!В Казахстан, 70 км З г. Алматы 43°25′ 75°50′

19 Uk!5 Ю!С Ю!В Казахстан, 70 км З г. Алматы 43°25′ 75°50′

20 Uk!6 Ю!С Ю!В Казахстан, 70 км З г. Алматы 43°25′ 75°50′

Примечание. Л!Т – лесотундра, Л!С – лесостепь, С!С – северная (разнотравно!дерновинно!злаковая) степь, Ю!С – южная
(опустыненная) степь.
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радиального роста культур при 5°С за точку учета
брали 60 сут и использовали только абсолютный
показатель (диаметр колоний, мм). Все экспери!
менты ставили в 3 повторностях. Данные проана!
лизированы с помощью многофакторного анали!
за (ANOVA, STATISTICA 6). Для оценки достовер!
ности отличий использовали критерий Фишера. 

Анализ генетических различий. Для анализа ге!
нетических отличий были использованы 7 ISSR
праймеров, предложенных Эстрада и соавт. [20]
для изучения биоразнообразия и филогенетиче!
ских связей штаммов B. bassiana: 808 – (AG)8C;
809 – (AG)8G; 818 – (CA)8G; 842 – (GA)8YG; 885 –
BHB(GA)7; 889 – DBD(AC)7; 891 – HVH(GT)7. 

Культивитрование грибов для выделения ДНК
проводили в жидкой среде Чапека с пептоном
(0.4%) в течение 5 сут на ротационном шейкере
при 110 об/мин и 26°С. Полученную биомассу от!
деляли от надосадочной жидкости центрифуги!
рованием. Выделение ДНК проводили из 100 мг
осажденного мицелия при помощи набора
DNeasy Plant Mini Kit фирмы “QIAGEN” соглас!
но методике производителя.

ПЦР реакцию проводили в 25 мкл смеси, содер!
жащей 2.5 мкл 10× ПЦР буфера (100 мМ KCl,
200 мМ Трис!HCl pH 8.8, 0.1% Triton X!100), 2.5 мМ
MgCl2, 10 мМ (NH4)2SO4, 0.2 мМ каждого из дНТФ,
5 пмол праймера, 50 нг ДНК!матрицы и 1.25 ед.
Taq!полимеразы (“СибЭнзим”).

Амплификация образцов была выполнена на
амплификаторе БИС!110. Условия ПЦР реакции:
денатурация – 94°С, 5 мин; отжиг – 94°С – 30 с,
52°С – 40 с, 72°С – 40 с, 35 циклов; элонгация –
72°С – 15 мин. Анализ полученных ПЦР!фраг!
ментов ДНК проводили при помощи электрофо!
реза в 1.5% агарозном геле с бромистым этидием.

Для определения уровня генетического сходства
изолятов составляли суммарную бинарную матри!
цу, в которой отмечалось присутствие или отсут!
ствие полосы на электрофореграмме. Для построе!
ния дендрограммы был применен метод полной
связи с использованием программы STATISTICA 6.

Оценка вирулентных свойств. При изучении
уровня вирулентности изолятов при разных тем!
пературных режимах использовали гусениц 2–
3 возрастов большой вощинной огневки Galleria
mellonella L. и личинок 4 возраста колорадского
жука Leptinotarsa decemlineata Say. Биотестирова!
ние проводили по стандартным методикам, опи!
санным ранее [21, 22]. После заражения насеко!
мых помещали на 10–15 сут в температурные
условия оптимальные для течения микозов
(21 или 25°С) и неблагоприятные для их развития
(30 или 33°С). Контроль температуры осуществля!
ли каждые 60 мин с помощью автономных реги!
страторов температуры (“Рэлсиб”), помещенных в
контейнеры с насекомыми. Погибших насекомых
раскладывали на увлажненную фильтровальную

бумагу в чашки Петри и также помещали в разные
температурные условия, для установления воз!
можности образования дочернего спороноше!
ния грибов. Для оценки достоверности различий
в смертности насекомых и формировании спо!
роношения на трупах использовали критерий
Стьюдента. 

РЕЗУЛЬТАТЫ

Анализ радиального роста на ИПС. Средний
оптимум мицелиального роста у всех групп изо!
лятов составил 25°С, при этом изоляты из южных
широт были более толерантны к высоким темпе!
ратурам по сравнению с северными (рис. 1). Так
при наиболее высокой температуре (35°С) мице!
лиальный рост проявили все культуры, выделен!
ные в южной (опустыненной) степи, а также часть
культур, изолированных в северной (разнотравно!
дерновинно!злаковой) степи: Sem!3, Sar!31. До!
стоверные отличия в скорости радиального роста
изолятов отмечены при 30°С, где четко прослежи!
валась закономерность более активного роста
южных культур по сравнению с северными. При
пониженных температурах (15–10°С) в большин!
стве случаев не отмечено достоверных отличий
между северными и южными изолятами, однако
наблюдалась тенденция более быстрого роста ле!
сотундровых культур. При более сильном пониже!
нии температуры (5°С) различия между лесотунд!
ровыми и более южными изолятами оказались до!
стоверными (рис. 2). Выявлена достоверная
отрицательная корреляция между ростом колоний
(у.е.) при повышенных температурах и широтой
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Рис. 1. Относительный радиальный рост 20 изолятов
B. bassiana из разных широтных зон Западной Сибири
и Казахстана. Обозначение зон согласно таблице. До!
стоверные (P < 0.05) отличия: а – от Л!Т; b – от Л!С;
с – от С!С; d – от Ю!С. Вертикальные линии – ошиб!
ки средних арифметических.
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местности: r = –0.70, P = 0.0005 (рост при 30°С) и
r = –0.76, P = 0.0001 (рост при 35°С), а также пря!
мая корреляция между суммой положительных
температур выше 10°С в регионах и ростом ко!
лоний при 30 и 35°С: r = 0.71, P = 0.0005 и r =
= 0.81, P = 0.00001 соответственно. Корреляци!
онный анализ между ростом колоний при низких
температурах и широтой местности либо суммой
положительных температур в регионах не выявил
достоверных взаимосвязей (r < 0.43, P > 0.05).

Анализ генетических различий. Анализ профи!
лей ISSR PCR выявил полиморфизм всех иссле!
дуемых культур грибов. Количество уникальных
(неповторяющихся) профилей составляло в зави!
симости от используемого праймера от 50%
(праймер 885) до 100% (праймеры 818, 842). На
дендрограмме сходства (рис. 3) в первую очередь
четко обособилась группа южно! и северо!степ!
ных изолятов, проявляющих мицелиальный рост
при высоких температурах (35°С). В эту группу
попал только 1 изолят (BBК!1), не проявляющий
данного свойства. Другой блок дендрограммы
включил нетолерантные к высоким температурам
культуры, которые сгруппировались в 3 крупные
ветви: лесотундровая, лесостепная и смешанная
(лесостепная и северо!степная). Следует отме!
тить, что на ряде ISSR профилей (рис. 4) харак!
терно присутствие уникальных полос, свойствен!
ных именно для тех культур, которые способны к
росту при 35°С. В целом на данном электрофорезе
для термотолерантных изолятов (Sar!31, Sem!3,
Uk!2, Uk!4, Uk!5, Uk!6) характерно значительное
сходство спектров ISSR, несмотря на географиче!
скую удаленность их происхождения (рис. 4, про!
фили 14, 16–20). Это говорит о возможности ис!
пользования ISSR профилей для идентификации
культур, толерантных к высокой температуре. 
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Рис. 3. Дендрограмма генетических связей между изолятами из разных природно!климатических зон Западной Сиби!
ри и Казахстана на основе сопоставления профилей 7 ISSR праймеров. T – толерантность к повышенным температу!
рам (способность к росту при 35°С); Х – холодовая активность (рост при 5°С более 1 см за 60 сут). Обозначения при!
родных зон согласно таблице. 



МИКРОБИОЛОГИЯ  том 81  № 4  2012

ИЗМЕНЕНИЕ ТЕМПЕРАТУРНЫХ ПРЕФЕРЕНДУМОВ ИЗОЛЯТОВ 497

Оценка вирулентных свойств. Для изучения ви!
рулентности изолятов при разных температурных
режимах были отобраны 5 степных культур, спо!
собных к мицелиальному росту при 35°С (Sem!3,
Uk!2, Uk!4, Uk!5, Uk!6) и 5 лесостепных изоля!
тов не растущих при данной температуре (K!18,
Zh!17, Bs!4, Bol!2, I!2). В экспериментах на
G. mellonella установлено, что при оптимальной
для грибов температуре (26°С) различия в виру!
лентности между степными и лесостепными
группами изолятов отсутствуют (рис. 5), но при
повышенных температурах (30°С) более высокую
вирулентность показывают степные изоляты, а
при еще более высоких (33°С) микозы способны
вызывать только степные культуры. Сходные ре!
зультаты были получены при инфицировании ли!
чинок L. decemlineata, помещенных в различные

температурные условия (рис. 6). Кроме того, по!
казано, что при повышенных температурах
(33°С) способность завершать жизненный цикл и
продуцировать дочернюю инфекцию на мумифи!
цированных насекомых проявляют в основном
только степные изоляты гриба. Так при 25°С про!
цент трупов L. decemlineata, обросших мицелием
составил 79 ± 8.2% и 74 ± 7.1% для лесостепных и
степных культур соответственно (P > 0.05). Одна!
ко при температуре 33°С уровень данного показа!
теля составил 5 ± 1.9% для лесостепных изолятов
и 66 ± 14.7% для степных культур (P < 0.005).

ОБСУЖДЕНИЕ 

Проведенное исследование показало более ак!
тивный рост южных изолятов по сравнению с се!

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

4.0 kb
3.0 kb
2.5 kb
2.0 kb
1.5 kb

1.0 kb

750 bp

500 bp

Рис. 4. Электрофореграмма праймера 891 для изолятов B. bassiana. Номера изолятов соответствуют таблице. Стрелой
обозначена полоса, уникальная для культур, толерантных к 35°С. 
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Рис. 5. Вирулентность лесостепных (1) и степных (2)
изолятов B. bassiana по отношению к личинкам Galle)
ria mellonella при различных температурных условиях.
Титр суспензии – 2.5 × 107 конидий/мл, длительность
опыта – 15 сут, * – P < 0.05.
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Рис. 6. Вирулентность лесостепных (1) и степных (2)
изолятов B. bassiana по отношению к личинкам Lepti)
notarsa decemlineata при различных темературах. Титр
суспензии – 2.5 × 107 конидий/мл, длительность опы!
та – 10 сут, * – P < 0.05.
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верными при высоких температурах (30–35°С),
тогда как изменения в холодовой активности
прослеживались в исследуемой группе изолятов
слабее. Ранее Фаргьюс и соавт. [5] не обнаружили
взаимосвязей между ростом колоний Beauveria
bassiana в диапазоне 8–37°С и происхождением
изолятов из различных природно!климатических
зон Северной и Южной Америки, Европы, Афри!
ки, Китая и др. Фернандес и соавт. [6] изучали
устойчивость к высоким температурам и холодо!
вую активность 53 изолятов B. bassiana из Брази!
лии и США. Авторы показали, что изоляты из бо!
лее высоких широт (25°–46°) обладают более вы!
сокой холодовой активностью, по сравнению с
изолятами из низких широт (0°–22°). Однако ис!
следователи не обнаружили никакой взаимосвязи
между и широтой местности и устойчивостью
грибов к высоким температурам. Авторы объяс!
няют это тем, что популяции B. bassiana могут
быть адаптированы не только к климатическим
зонам в целом, но и конкретным стациям внутри
них. Также, возможно, отсутствие данной корре!
ляции было связано с тем, что в работах не учиты!
валась высота местности и теплообеспеченность
регионов.

Проведенное нами исследование согласуется с
данными Бидочка и соавт. [11], исследовавшими
штаммы B. bassiana c территории Канады и США.
На основе аллозимного анализа исследователями
показана четкая обособленность генетических
групп штаммов, выделенных из арктических, лес!
ных и агроландшафтов. При этом изоляты из аг!
роландшафтов были более адаптированы к высо!
ким температурам (37°С), тогда как лесные и арк!
тические изоляты – к низким (8°С). Кроме того,
способность к росту на ИПС и вирулентность по
отношению к тест!насекомым (G. mellonella, Tene)
brio molitor L.) при разных температурах были вза!
имосвязаны. В более ранней работе авторов [23]
на основе анализа аллозимов, RAPD и RFLP
PCR показано четкое разделение канадских
штаммов Metarhizium anisopliae (Metschn.) So!
rokin на 2 группы: лесные, проявляющие боль!
шую холодовую активность, и выделенные в аг!
роландшафтах, характеризующиеся толерантно!
стью к высоким температурам. 

Полученные результаты также согласуются с
данными Видал и соавт. [9], показавшими, что
изоляты Isaria fumosorosea Wize, выделенные на
территории Индии проявляют более высокую то!
лерантность к высокой температуре по сравне!
нию с культурами, изолированными в Западной
Азии или на юге Северной Америки. Последние,
в свою очередь, оказались более термотолерант!
ными чем европейские. Рэнджел и соавт. [10]
установили, что изоляты Metarhizium, выделен!
ные из высоких широт (36°–61°) более чувстви!

тельны к тепловому стрессу, чем изолированные в
регионах близких к экватору.

Ранее нами на примере группы изолятов, вы!
деленных на ограниченной территории (Новоси!
бирская область), было показано, что специализа!
ция культур B. bassiana не связана с их происхожде!
нием от хозяев тех или иных систематических
групп [21]. Подобные результаты были получены
другими авторами на основе использования раз!
личных молекулярно!генетических методов [11,
24]. Однако специализация энтомопатогенных
грибов может быть связана с факторами среды,
действующими на оба звена системы насекомое!
энтомопатоген [13, 25, 26]. Например, было пока!
зано, что штаммы B. bassiana, выделенные из са!
ранчовых, более термотолерантны чем культуры,
изолированные из насекомых других системати!
ческих групп [5], что вероятно связано со средой
обитания саранчовых и их способностью повы!
шать температуру тела при микозах [27]. Соответ!
ственно, успешно, инфицировать саранчовых и
завершать жизненный цикл на этих хозяевах в
большей мере способны штаммы грибов, адапти!
рованные к повышенной температуре. По всей
видимости, в дифференциации внутривидовых
форм B. bassiana ведущую роль имеют именно
условия обитания хозяев и, в частности, абиоти!
ческие факторы среды.

Полученные нами данные позволяют с боль!
шой степенью вероятности предположить, что
наиболее перспективным для создания биопре!
паратов, высокоэффективных в условиях конти!
нентального климата, будет использование изо!
лятов, выделенных в степных ландшафтах. Про!
веденные эксперименты свидетельствуют о том,
что, способность к мицелиальному росту при
35°С, а также уникальные ISSR профили могут
являться маркерами толерантности штаммов к
повышенным температурам и данные тесты могут
использоваться для отбора культур – потенциаль!
ных продуцентов биопрепаратов.

Авторы искренне признательны к.б.н.
А.В. Александровой (Московский государ!
ственный университет им. М.В. Ломоносова) за лю!
безно предоставленные культуры грибов с севера
Западной Сибири; к.б.н. В.А. Шило, А.В. Кова!
леву (Карасукская биостанция ИСиЭЖ СО
РАН), К.Н. Мелентьеву (Новосибирский государ!
ственный университет) и Е.А. Лушиной (Новоси!
бирский государственный аграрный университет)
за помощь в проведении экспериментов. Работа
поддержана грантами Президиума СО РАН, Прези!
дента РФ и Мэрии Новосибирской области.
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