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Биологические инсектициды для защиты растений на основе бактерий Bacillus thuringiensis (Bt) облада-
ют высокой специфичностью действия по отношению к различным отрядам насекомых и безопасны 
для окружающей среды. Колорадский жук (Leptinotarsa decemlineata) самый распространенный вреди-
тель пасленовых культур в мире. Широкий ареал обитания колорадского жука в различных по клима-
тическим условиям регионах, быстрое формирование устойчивости к широкому спектру химических 
инсектицидов, ставит вопрос за счет каких защитных реакций он обладает такой экологической пла-
стичностью и насколько быстро формирует устойчивость к биологическим инсектицидам. В данном 
исследовании у личинок колорадского жука из двух районов Новосибирской области (НСО) изучены 
показатели клеточного и гуморального иммунитета, активность ферментов антиоксидантной и деток-
сицирующей систем, микробиота кишечника и восприимчивость к бактериям B. thuringiensis. Общее 
количество гемоцитов и лизоцим-подобная антибактериальная активность в гемолимфе у насекомых 
Венгеровского района НСО в 1,5–2 раза выше по сравнению с личинками Ордынского района НСО. 
В кишечнике и жировом теле у личинок из Ордынского района отмечена повышенная в 1.7–2.5 раза 
активность ферментов детоксикации по сравнению с Венгеровской группой насекомых. Показано, что 
доминирующей группой кишечной микробиоты насекомых из двух районов НСО являются бактерии 
семейства Enterobacteriaceae и Citrobacter, однако у личинок из Ордынского района одной из мажорных 
групп являются бактерии рода Spiroplasma. Установлено, что насекомые не отличались по уровню чув-
ствительности к бактериям B. thuringiensis. Развитие бактериальной инфекции приводит к увеличению 
активности ФО в гемолимфе насекомых в 2–3 раза, при этом у группы насекомых Ордынского района 
НСО зарегистрирован 1.5–кратное увеличение общего количества гемоцитов. Таким образом, установ-
лено, что насекомые разных географических популяций могут эффективно перестраивать защитную 
стратегию от энтомопатогенов, за счет баланса между их конституциональными и индуцированными 
системами резистентности.
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ВВЕДЕНИЕ
Колорадский жук (Leptinotarsa decemlineata) – 

один из самых распространенных и опасных вре-
дителей сельскохозяйственных культур семейства 
пасленовых [1]. Вредоносность данного вида объ-
ясняется значительной экологической пластично-
стью, что позволяет ему адаптироваться к изме-
нениям условий среды обитания [2, 3]. Основной 
метод контроля численности колорадского жука 

заключается в применении химических инсекти-
цидов. Однако на сегодняшний день известно, что 
колорадский жук способен формировать устойчи-
вость к химическим препаратам практически всех 
классов [4]. Альтернативой химическим инсекти-
цидам является применение биопрепаратов, соз-
данных на основе энтомопатогенных микроорга-
низмов, в частности бактерий Bacillus thuringiensis 
(Bt), которые обладают высокой специфичностью 
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действия по отношению к различным отрядам на-
секомых и безопасны для окружающей среды. Пре-
параты для защиты растений на основе бактерий 
Bt – самые продаваемые биологические инсекти-
циды в мире на сегодняшний день [5]. Бактерии Bt 
распространены повсеместно в природе, продуци-
руют широкий спектр инсектицидных белков (Сry, 
Vip, Cyt и др.), активных против насекомых из раз-
личных отрядов [6–8]. Инсектицидное действие 
бактерий Bt осуществляется за счет продуцируе-
мого в виде кристалла дельта-эндотоксина, содер-
жащего Сry и Cyt белки, спор, а также вторичных 
факторов вирулентности [6, 9]. Ранее был показан 
синергетический эффект спор и Cry3Aa токсина 
бактерий B. thuringiensis ssp. morrisoni var. thuringien-
sis в смертности личинок колорадского жука [10]. 
Кристаллический эндотоксин бактерий Bt раство-
ряется под действием кислотности кишечника на-
секомых, происходит высвобождение протоксинов 
Cry и их последующая активация за счет протеоли-
тических ферментов в просвете кишечника насеко-
мых [11, 12]. Далее происходит агрегация активиро-
ванных Cry-токсинов и связывание с рецепторами 
на поверхности эпителиальных клеток кишечника, 
что приводит к разрушению клеток кишечника за 
счет образования пор или активации внутрикле-
точных сигнальных путей [13, 14].

Иммунная и детоксицирующая системы насе-
комых принимают участие в защите колорадского 
жука от бактериальной инфекции B.thuringiensis. 
Было показано, что сублетальная бактериаль-
ная инфекция B.thuringiensis вызывает изменения 
в активности реакций клеточного и гуморально-
го иммунитета колорадского жука [15]. Гемоциты, 
присутствующие в гемолимфе, обеспечивают фаго-
цитоз, инкапсуляцию и меланизацию, а также мо-
гут вырабатывать антимикробные пептиды (АМП), 
которые приводят к снижению скорости размно-
жения или уничтожению патогена, главным обра-
зом путем лизиса [16]. Процесс меланизации играет 
центральную роль в защите насекомых от широкого 
спектра патогенов и включает в себя скоординиро-
ванное взаимодействие рецепторов распознавания 
(PRR), сериновых протеаз, ингибиторов серино-
вых протеаз и фенолоксидаз [14].

Инактивация токсичных метаболитов эндо-
генного и экзогенного происхождения, в том чис-
ле токсинов патогенов, осуществляется комплек-
сом ферментов детоксицирующей системы [17, 
18]. Ферменты глутатион-S-трансферазы (ГСТ) и 
неспецифические эстеразы принимают участие в 
детоксикации Cry-токсинов бактерий Bt у насеко-
мых [19]. Было показано их участие в защите ко-
лорадского жука от токсинов, образующихся при 
бактериальном патогенезе [10, 15]. Кроме того, 
ферментативные и неферметативные компоненты 
антиоксидантной системы защищают организм на-

секомых от повреждения активными формами кис-
лорода (АФК), которые образуются при нарушении 
целостности тканей токсинами патогена, а также 
при активации защитных реакций фагоцитоза, ме-
ланизации, инкапсуляции [20–22]. 

Микробиота кишечника играет важную роль в 
жизнедеятельности насекомых и может быть до-
полнительным фактором, усиливающим вирулент-
ность бактерий Bt. Состав микробиоты у особей 
одного вида насекомых может различаться в преде-
лах ареала. Кишечный микробиом личинок коло-
радского жука включает в себя представителей бак-
терий семейства Enterobacteriaceae [23], Lactococcus 
[24] и Spiroplasma [24, 25]. Бактерии рода Citrobacter 
считаются типичным представителем нормальной 
микробиоты насекомых, включая колорадского 
жука [26]. В ряде сообщений описывается влияние 
эндосимбионтов на различные аспекты биологии 
насекомых, такие как чувствительность к теплово-
му стрессу и другим факторам окружающей среды 
[27], питание [28, 29], генетическая дифференциа-
ция [30] и размножение [31]. Кроме того, симбио-
тические микроорганизмы могут играть важную 
роль в иммунитете насекомых. Микробиота ки-
шечника насекомых – один из основных факторов, 
определяющих устойчивость хозяина к микроорга-
низмам, которые оказывают свое инсектицидное 
действие через кишечник [32]. Установлено, что 
рекомбинантный штамм B. subtilis 26ДCry, содер-
жащий ген δ-эндотоксина Cry1Ia из Bt var. kurstaki, 
сочетал продукцию Cry-токсина и способность 
исходного штамма B. subtilis 26Д подавлять разви-
тие симбионтных микроорганизмов колорадско-
го жука и иммунные реакции насекомого, что и 
приводило к высокой смертности фитофага [33]. 
В исследовании о влиянии бактерий B.thuringiensis 
на микробиом колорадского жука, наблюдались 
резкие изменения в бактериальном сообществе, 
связанные со снижением относительной числен-
ности эндосимбиотических бактерий Spiroplasma 
leptinotarsae, а также резким повышением числен-
ности бактерий семейства Enterobacteriaceae при 
бактериозе [24]. Существуют значительные разли-
чия в восприимчивости к токсинам B.thuringiensis 
у личинок Helicoverpa armigera из разных мест оби-
тания и при питании на разных растениях, что мо-
жет быть связано с изменением микробиоты ки-
шечника, участвующей в метаболизме питательных 
веществ у насекомых, и активацией / деградацией 
токсинов Bt [34]. 

Изменчивые географические условия (сово-
купность природных факторов или свойств гео-
графической среды, включающих: географическое 
положение территории; природные ресурсы; ре-
льеф; климат; почвы и др.) могут разделить попу-
ляцию насекомых на разные экологические типы. 
Различия между этими экологическими типами 
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могут быть связаны с экологической адаптивно-
стью, устойчивостью к инсектицидам и морфо-
метрическими показателями, а именно скоростью 
роста, развитием и размножением насекомых [35, 
36]. Широкий адаптивный потенциал определяется 
высокой степенью генетического, биохимического 
и фенотипического полиморфизма [37, 38], в ре-
зультате чего у колорадского жука может формиро-
ваться различная стратегия защиты от патогенов, в 
частности, бактерий. Это может иметь важное зна-
чение, как для планирования защитных меропри-
ятий, так и для прогноза численности вредителя. 
Несмотря на обширные знания о том, как бакте-
рии B.thuringiensis проявляют свою вирулентность, 
и как личинки колорадского жука реагируют на ин-
фекцию, имеется недостаточно данных о воспри-
имчивости к бактериям B.thuringiensis насекомых из 
разных географических точек ареала, особенно до-
статочно удаленных (сотни и тысячи км).

Целью работы является оценка показателей им-
мунитета, активности ферментов антиоксидантной 
и детоксицирующей систем, а также изучение со-
става кишечной микробиоты и восприимчивости к 
бактериям Bacillus thuringiensis у личинок колорад-
ского жука из разных популяций географически 
удаленных районов Новосибирской области. 

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Реагенты

В работе использовали восстановленный глутати-
он, 3-хлор-2,4-динитробензойная кислота (ДНХБ) 
(Sigma, США), п-нитрофенил ацетат (p- НФА) (Sig-
ma, США), бычий сывороточный альбумин (БСА) 
(Sigma, США), дигидроксифенилаланин (L-ДОФA) 
(Sigma, США), перекись водорода 0.1% (Н2О2) (ООО 
Реактив, РФ), фенилтиомочевина (ФТМ) (Sigma, 
США), антикоагулянт (АК) рН 4,5 (NaCl, натрий 
лимоннокислый Na3C6H5O7 (ДИАЭМ, РФ), глюкоза 
(ДИАЭМ, РФ), ЭДТА (Sigma, США), дистиллиро-
ванная вода), 10мМ фосфатный буфер (ФБ) рН 7,2 
(гидроортофостфат натрия Na2HPO4, хлорид натрия 
NaCl, дистиллированная вода) (ООО Реактив, РФ), 
этиловый спирт 96% (ОАО “Кемеровская фармацев-
тическая фабрика”, РФ).

Насекомые
Личинок колорадского жука третьего возраста 

собирали с посадок картофеля Solanum tuberosum, 
свободного от обработок инсектицидами, в двух 
разных точках Новосибирской области: Ордын-
ский район (п. Пролетарский: (54°22′57″с.ш. 
81°09′41″в.д.) и Венгеровский район (г. Венгерово: 
55°41′05″ с.ш 76°44′49″ в.д.). Личинок содержали в 
вентилируемых пластиковых контейнерах объемом 
300 мл (по 10 насекомых в одном контейнере) при 
12/12-часовом цикле свет/темнота при 25°C, с по-

стоянным доступом к кормовому растению – ли-
стьям картофеля, которые собирали в тех же по-
садках, где собирали насекомых. Картофельные 
листья помещали в пробирки 1.5 мл с водой и за-
меняли ежедневно на свежие. Для экспериментов 
использовали личинок четвертого возраста, через  
4-6 ч после линьки [10, 39]. 

Бактерии и заражение насекомых 
Для заражения насекомых использовали бак-

терии B. thuringiensis ssp. morrisoni, из коллекции 
лаборатории биологической защиты растений и 
биотехнологии Новосибирского ГАУ. Бактерии 
культивировали на чашках с агаризованной средой 
Лурии–Бертани (LB, 1.5% агар, 1% триптона, 0.5% 
дрожжевого экстракта, 1% NaCl, рН 7.0) в течение 
5 суток при 28°C до полного формирования спор и 
кристаллов. Споры и кристаллы бактерий собира-
ли с ИПС, отмывали от клеточных компонентов и 
компонентов среды трехкратно в физиологическом 
растворе (0.9% NaCl), осаждая при 4°С 6000g. В по-
лученной суспензии спор и кристаллов бактерий 
подсчитывали титр методом высева на ИПС се-
рийного разведения. Для подсчета титра бактерий 
в качестве ИПС была использована агаризованная 
среда LB. Способность бактерий B. thuringiensis 
продуцировать параспоральные включения, форму 
и размер кристаллов оценивали с помощью свето-
вой микроскопии в фиксированных, окрашенных 
карболовым эозином препаратах. Соотношение 
спор и кристаллов бактерий составляло 1:1. Кри-
сталлический эндотоксин B. thuringiensis ssp. morri-
soni содержит токсин Cry3А (размер 65 кДа), являю-
щимся специфичным для отряда Coleoptera.

Пероральное заражение личинок колорадского 
жука споро-кристаллической смесью бактерий в 
физиологическом растворе проводили однократно 
путем принудительного скармливания с помощью 
тупоконечной иглы (30G) и шприцевого насоса 
(KDS 100, KD Scientific). Каждой личинке скармли-
вали 10 мкл суспензии. Для сравнения чувствитель-
ности насекомых из разных частей Новосибирской 
области использовали титр 106 спор и кристаллов 
бактерий на личинку, 100 насекомых на вариант, 
разделенных на 10 повторностей. Контрольной 
группе насекомых скармливали 10 мкл физиоло-
гического раствора. После инфицирования насе-
комых, ежедневно заменяли картофельные листья 
(которые собирали в тех же посадках, где собирали 
насекомых), помещенные в пробирки 1,5 мл с во-
дой. Личинок содержали при 25°C. Учет смертно-
сти личинок производили в течение 6 суток после 
заражения. Через 48 ч после инфицирования личи-
нок колорадского жука бактериями B. thuringiensis 
ssp. morrisoni у насекомых отбирали гемолимфу для 
изучения иммунного ответа.
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Анализ активности фенолоксидаз  
в плазме гемолимфы 

Перед отбором гемолимфы поверхность тела 
насекомых стерилизовали 70% этанолом. Отбор 
гемолимфы проводили, прокалывая четвертый 
вентральный сегмент кутикулы тела насекомых 
стерильным скарификатором, и собирая выступив-
шую каплю гемолимфы пипеткой со стерильным 
наконечником. Индивидуально с каждой личинки 
отбирали по 20 мкл гемолимфы в стерильную про-
бирку, содержащую 10 мкл 10мМ ФБ. Полученную 
суспензию центрифугировали при 4°С в течение 5 
мин при 500 g. Надосадочную жидкость использо-
вали для определения активности ферментов. Ак-
тивность фенолоксидазы (ФО) в плазме гемолим-
фы определяли по методу Ashida и Söderhäll [40] с 
использованием L-ДОФА как субстрат. Образцы 
(5 мкл) инкубировали в течение 15 мин с 200 мкл 
10 мМ L-ДОФА при 28°С, затем измеряли оптиче-
скую плотность при 490 нм. Использовали 20 насе-
комых на вариант.

Анализ лизоцим-подобной антибактериальной 
активности в плазме гемолимфы 

Индивидуально с каждой личинки отбирали 10 
мкл гемолимфы в 2 мкл охлажденного ФБ, содер-
жащего фенилтиомочевину (ФТМ) (4мг/мл). По-
лученную суспензию центрифугировали при 4°С в 
течение 5 мин при 500 g. 6 мкл плазмы, свободной 
от гемоцитов, помещали в лунку на агаризованной 
(1.5%) пластинке, содержащей лиофилизирован-
ные бактерии Micrococcus lysodeikticus (Sigma, США) 
(40 мг на 10 мл физиологического раствора - 0,9% 
NaCl) [41]. Агаризованные пластинки инкубиро-
вали при 37°C в течение 18ч. Лизоцим-подобную 
активность гемолимфы определяли по диаметру 
зоны лизиса M. lysodeikticus. Для построения кали-
бровочной кривой использовали лизоцим яичного 
белка. Использовали 20 насекомых на вариант.

Общее количество гемоцитов 
Индивидуально с каждой личинки отбирали  

10 мкл гемолимфы в 20 мкл охлажденного антикоа-
гулянта (62 мМ NaCl, 100 мМ глюкоза, 10 мМ ЭДТА, 
30 мМ цитрат натрия, 26 мМ лимонная кислота, рН 
4.5) (АК) с фенилтиомочевиной (ФТМ) (4мг/мл). 
Подсчет общего числа гемоцитов проводили в каме-
ре Горяева. Общее количество гемоцитов представ-
ляли как количество гемоцитов на 1 мл гемолимфы. 
Использовали 15 насекомых на вариант.

Приготовление образцов кишечника  
и жирового тела

Для приготовления гомогенатов кишечника 
и жирового тела насекомых препарировали в ох-

лажденном ФБ. Образцы готовили индивидуально 
(весь кишечник без содержимого в одном образце, 
n = 20 на каждый вариант). Кишечники помещали 
в 100 мкл фосфатного буфера. Извлеченные орга-
ны разрушали с помощью ультразвукового гомо-
генизатора (SONICATOR q125 (QSonica, США) в 
течение 10с при амплитуде 90%, трехкратно). Гомо-
генаты тканей центрифугировали в течение 15 мин 
при 4°С, 10000g. Полученную надосадочную жид-
кость использовали для определения активности 
ферментов. 

Определение активности каталазы, 
неспецифических эстераз, ГСТ в образцах 

кишечника и жирового тела 
Активность каталазы определяли спектрофо-

тометрически при 240 нм по скорости разложения 
Н2О2 [42]. К 200 мкл реакционной смеси ФБ с 0.5 % 
Н2О2 добавляли образец 5 мкл и инкубировали 
10 мин при 28°С. 

	 Активность неспецифических эстераз опре-
деляли по скорости гидролиза п-нитрофенилаце-
тата согласно Prabhakaran et al. [43] с изменениями 
[44]. 5 мкл образца инкубировали в течение 10 мин 
с 200 мкл п-нитрофенилацетата при 28°С, оптиче-
скую плотность измеряли при 410 нм. 

Активность ГСТ определяли по скорости увели-
чения концентрации 5-(2,4-динитрофенил)-глута-
тиона, продукта реакции динитрохлорбензойной 
кислоты (ДНБ) и восстановленного глутатиона, ка-
тализируемой глутатионом [45]. Инкубацию образ-
ца объемом 10 мкл проводили с 1 мМ глутатиона и 
1 мМ ДНБ при 25 °C в течение 5 мин, оптическую 
плотность измеряли при 340 нм. 

Концентрацию белка в гомогенатах кишечника, 
жирового тела и образцах гемолимфы определяли 
методом Брэдфорда [46] с использованием бычьего 
сывороточного альбумина (БСА) для построения 
калибровочной кривой, оптическую плотность из-
меряли при 590 нм. 

Удельную активность ферментов выражали в 
единицах изменения оптической плотности инку-
бационной смеси в ходе реакции в расчете на 1 мин 
и 1 мг белка [47]. Использовали 20 насекомых на 
каждый вариант.

Анализ кишечной микробиоты 
Для изучения микробиоты кишечника был ис-

пользован общепринятый метод метабаркодинга 
гена 16S представителей бактериального сообще-
ства [39, 48]. У личинок, прошедших поверхност-
ную стерилизацию, извлекали средний отдел ки-
шечника с неповрежденным содержимым (по пять 
личинок на образец). ДНК из образцов кишечни-
ков насекомых выделяли с помощью набора DNeasy 
PowerSoil Kit (Qiagen, Hilden, Германия) в соответ-
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ствии с инструкцией производителя. Использо-
вали три повторности на вариант (5 насекомых в 
каждой повторности). Для механического разру-
шения образца использовали TissueLyser II (Qiagen, 
Hilden, Германия) 10 мин при 30 Герц. Качество 
ДНК оценивали с помощью электрофореза в 1%-
ном агарозном геле, а количество ‒ на флуориметре 
Qubit (Life Technologies, США) и спектрофотометре 
Nanodrop (Thermo Fisher Scientific, США).

Для амплификации региона V3-V4 ге-
на 16S рРНК использовали праймеры 343F 
(5’-CTCCTACGGRRSGCAGCAG-3’) и 806R 
(5’-GGACTACNVGGGTWTCTAAT-3’), содержа-
щих адаптерные последовательности (Illumina, 
США), линкер и баркод [49]. Амплификацию про-
водили в 50 мкл реакционной смеси в условиях, 
описанных ранее [50]. Ампликоны смешивали по 
200 нг каждый и чистили в 1% агарозном геле с по-
мощью набора MinElute Gel Extraction Kit (Qiagen, 
Hiden, Германия). Секвенирование проводили в 
ЦКП “Геномика” (ИХБФМ СО РАН) на секве-
наторе MiSeq (Illumina, США), используя набор 
Reagent Kit v3 (2х300, Illumina, USA).

Полученные парные последовательности ана-
лизировали с помощью UPARSE скриптов [51], 
используя Usearch v11.0.667 [52]. Биоинформати-
ческая обработка включала перекрывание пар-
ных ридов, фильтрацию по качеству и длине, учет 
одинаковых последовательностей, отбрасывание 
синглетонов, удаление химер и получение опера-
циональных таксономических единиц (ОТЕ) с по-
мощью алгоритма кластеризации UPARSE. Таксо-
номическую принадлежность последовательностей 
(ОТЕ) определяли с помощью SINTAX [53] с ис-
пользованием 16S RDP training set v18 в качестве 
референсной базы [54] Таксономическую структу-
ру полученного таким образом ансамбля 16S по-
следовательностей оценивали путем вычисления 
отношения числа таксон-специфичных последо-
вательностей к общему числу последовательностей 
образца, выраженному в процентах.

Статистическая обработка данных
Для проверки нормальности распределения 

данных использовали тест Д'Агостино (D'Agostino 
& Pearson omnibus normality test) и критерий Ша-
пиро-Уилка (Shapiro-Wilk normality test). Для 
сравнения динамики смертности насекомых при 
заражении бактериями использовали метод Ка-
плана Майера. Логарифмический критерий Ман-
тела-Кокса использовался для количественной 
оценки различий в уровнях смертности. Для срав-
нения обилия состава микробиоты в кишечни-
ке насекомых использовали однофакторный дис-
персионный анализ с тестом Дана (Dunn's multiple 
comparisons test). Для сравнения данных с нормаль-

ным распределением использовали однофактор-
ный дисперсионный анализ тестом Тьюки (one-
way ANOVA, Tukey's multiple comparisons test). Для 
расчетов использовали программу GraphPad Prism 
v8.0 (GraphPad Software, Сан-Диего, Калифорния, 
США). Данные представлены в виде среднего зна-
чения ± стандартной ошибки среднего. Статисти-
чески значимыми считали различия при р < 0.05; 
p < 0.01; p < 0.001; p < 0.0001).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Показатели иммунитета, детоксицирующей 

и антиоксидантной систем у личинок 
колорадского жука 

При сравнении показателей иммунитета в ге-
молимфе личинок колорадского жука, собранных 
в двух районах Новосибирской области, было за-
регистрировано достоверное большее значение 
общего количества гемоцитов в 1.6 раза (p < 0.001; 
q = 6.37; df = 54), а также лизоцим-подобной анти-
бактериальной активности в 2 раза (p < 0.05; q=4.43; 
df = 67) у насекомых из Венгеровского района по 
сравнению с личинками Ордынского района. При 
сравнении активности ФО у личинок Венгеровско-
го района и Ордынского района достоверных отли-
чий не отмечено (Табл. 1). 

В результате сравнения антиоксидантной и де-
токсицирующей систем насекомых отмечено до-
стоверные различия в активности детоксицирю-
щих ферментов: глутатион-s-трансферазы в 2.5 раза 
ниже (р < 0.001; q=6.9; df = 65) и неспецифических 
эстераз в 1.7 ниже (p < 0.0001; q=7.02; df = 73) в ки-
шечнике личинок Венгеровского района по сравне-
нию с группой насекомых из Ордынского района. В 
жировом теле насекомых между вариантами досто-
верных различий в активности данных ферментов 
не обнаружено. Активность антиоксидантного фер-
мента каталазы в кишечнике и жировом теле насеко-
мых, достоверно не различалась между насекомыми 
Ордынского и Венгеровского районов (табл. 1).

Микробиота кишечника колорадского жука 
С помощью 16S метабаркодинга проведен анализ 

ДНК кишечной микробиоты у личинок колорад-
ского жука из Венгеровского и Ордынского районов 
и было установлено, что в обеих группах насекомых 
доминирующими таксоном служат бактерии се-
мейства Enterobacteriaceae 50.6 ± 9.5% и 36.5 ± 5.0%, 
а также рода Citrobacter 24.6 ± 10.3% и 18.4 ± 2.8% со-
ответственно (рис. 1). Бактерии рода Acinetobacter, 
Myroides, Pseudomonas, Lactococcus, Stenotrophomonas,  
Comamonas и Sphingobacterium присутствовали в ки-
шечнике насекомых обеих групп в меньших про-
порциях 1–5% (рис. 1). Однако, стоит обратить 
внимание, что в кишечнике насекомых Ордынского 
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района также доминирующим таксоном отмечены 
бактерии рода Spiroplasma и составляют 30.6 ± 7.8%, 
при этом в Венгеровской группе насекомых данно-
го рода бактерий не обнаружено. Стоит отметить, 
что в кишечнике насекомых было обнаружено ми-
норное присутствие (меньше 1%) бактерий ро-
да Enterococcus, Providencia, Empedobacter, Serratia, 
Vagococcus, Achromobacter, Delftia, Flavobacterium, Ac-
idovorax, Alcaligenes, Melaminivora, Sphingomonas, Di-
aphorobacter, Pseudarthrobacter, Brevundimonas. 

Восприимчивость личинок колорадского 
жука из Венгеровского и Ордынского районов 

Новосибирской области к бактериям 
B.thuringiensis

При пероральном заражение насекомых Ор-
дынского района споро-кристаллической сме-
сью бактерий Bt ssp. morrisoni была зафиксирована 
смертность 35% на шестые сутки после заражения 
по сравнению с незараженной группой насекомых 
(Chi square, 8.54; p<0.01). Смертность личинок ко-
лорадского жука Венгеровского района после зара-
жения бактериями составила 30% на шестые сутки 
эксперимента по сравнению с незараженными на-
секомыми (Chi square, 9.18; p < 0.01) (рис. 2). Досто-
верных отличий в чувствительности насекомых из 
Венгеровского и Ордынского районов к бактериям 
B.thuringiensis отмечено не было (рис. 2).

Иммунный ответ личинок колорадского 
жука при развитии бактериальной инфекции 

B.thuringiensis
При сравнении иммунного ответа в гемолим-

фе личинок колорадского жука из Ордынского и 
Венгеровского районов на вторые сутки после за-
ражения бактериями были получены следующие 
данные. Установлено, что заражение бактериями 
B. thuringiensis ssp. morrisoni личинок колорадского 
жука из Ордынского района, приводило к досто-
верному (p < 0.001; q = 6.49; df = 54) увеличению 
общего количества гемоцитов в гемолимфе насеко-
мых в 1,6 раза по отношению к контрольной группе 
(рис. 3). 

При изучении лизоцим-подобной антибактери-
альной активности плазмы гемолимфы личинок 
колорадского жука на вторые сутки после зараже-
ния бактериями B. thuringiensis насекомых Ордын-
ского и Венгеровского районов достоверных отли-
чий по сравнению с незараженными насекомыми 
не зарегистрировано (рис. 4). 

Показано достоверное увеличение активности 
ФО в плазме гемолимфы насекомых при скарм-
ливании бактерий B.thuringiensis личинкам коло-
радского жука Ордынского и Венгеровского райо-
нов по сравнению с незараженными насекомых в 2 
(p < 0.001; q = 5.69; df = 71) и 2.8 раза соответствен-
но (p < 0.0001; q = 7.97; df = 71) (рис. 5). 

Таблица 1. Показатели клеточного и гуморального иммунитета в гемолимфе (общее количество гемоцитов), ак-
тивность антибактериальной системы и фенолоксидаз (ФО)), активность ферментов детоксицирующей (глутати-
он-s-трансферазы (ГСТ) и неспецифических эстераз) и антиоксидантной (ГСТ и каталазы) систем в кишечнике и 
жировом теле личинок колорадского жука Ордынского и Венгеровского районов Новосибирской области. 

Показатели Ордынский район Венгеровский район
 гемолимфа

Общее число гемоцитов 13866667 ± 904100*** 22573333 ± 1062587 
Лизоцим-подобная 

антибактериальная активность 0.015 ± 0.002* 0.028 ± 0.003 

Фенолоксидазная активность 0.138 ± 0.01 0.105 ± 0.009 
кишечник

Глутатион-s-трансферазная 
активность 0.998 ± 0.135*** 0.421 ± 0.05

Активность неспецифических 
эстераз 0.629 ± 0.035 **** 0.368 ± 0.031

Каталазная активность 1.92 ± 0.28 1.77 ± 0.36
жировое тело

Глутатион-s-трансферазная 
активность 1.036 ± 0.105 0.466 ± 0.057

Активность неспецифических 
эстераз 0.269 ± 0.021 0.1865 ± 0.019

Каталазная активность 1.082 ± 0.196 0.766 ± 0.120
Данные представлены, как среднее арифметическое значение и его ошибка. Достоверность различий определяли с помощью од-
нофакторного дисперсионного анализа тестом Тьюки. * – p < 0.05; *** – p < 0.001; **** – p < 0.0001 – по сравнению с насекомыми 
Венгеровского района.
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Проведено сравнение базовых показателей кле-

точного и гуморального иммунитета в гемолимфе, 
активности ферментов антиоксидантной и деток-
сицирующей систем, микробиоты кишечника у 
личинок колорадского жука из разных популяций 

географически удаленных районов Новосибир-
ской области, а также сравнение их восприимчиво-
сти к бактериям B. thuringiensis. Значение базовых 
показателей общего количества гемоцитов и ли-
зоцим-подобной антибактериальной активности 
в гемолимфе у насекомых Венгеровского района 

Рис. 1. Относительное обилие (%) бактерий в сообществах кишечной микробиоты колорадского жука из двух географических точек 
Новосибирской области (Венгеровский и Ордынский районы). Отображена встречаемость бактерий для трех биологических повто-
ров (5 насекомых в каждой повторности).
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Рис. 2. Смертность личинок колорадского жука из двух географических точек Новосибирской области Ордынский район 
(Орд) и Венгеровский район (Вен) после перорального заражения споро-кристаллической смесью B. thuringiensis ssp. morri-
soni. Данные были проанализированы путем сравнения кривых с использованием логарифмических тестов (Мантел-Кокса) 
(n = 100 личинок на вариант). ** – p < 0.01 по сравнению с незараженными насекомыми Ордынского района (Орд контроль); 
## – p < 0.01 по сравнению с незараженными насекомыми Венгеровского района (Вен контроль).

Рис. 3. Общее количество гемоцитов в гемолимфе личинок ко-
лорадского жука из двух географических точек Новосибирской 
области (Ордынский район (Орд) и Венгеровский район (Вен)) 
через 48 ч после перорального заражения споро-кристалли-
ческой смесью бактерий B. thuringiensis ssp. morrisoni (Орд+B.
thuringiensis; Вен+ B.thuringiensis). Данные представляют собой 
среднее арифметическое значение и его ошибку. Достоверность 
различий определяли с помощью однофакторного дисперсион-
ного анализа тестом Тьюки. *** – p < 0,001 – по сравнению с не-
зараженными насекомыми Ордынского района (Орд контроль).

Рис. 4. Лизоцим-подобная антибактериальная активность в 
плазме гемолимфы личинок колорадского жука из двух геогра-
фических точек Новосибирской области (Ордынский район 
(Орд) и Венгеровский район (Вен)) через 48 ч после перораль-
ного заражения споро-кристаллической смесью бактерий B. 
thuringiensis ssp. morrisoni (Орд+B. thuringiensis; Вен+B.thuring-
iensis). Данные представляют собой среднее арифметическое 
значение и его ошибку. Достоверность различий определяли 
с помощью однофакторного дисперсионного анализа тестом 
Тьюки. *– p < 0.05 - по сравнению с незараженными насекомы-
ми Ордынского района (Орд контроль).



ЖУРНАЛ ЭВОЛЮЦИОННОЙ БИОХИМИИ И ФИЗИОЛОГИИ      том 60       № 6       2024

Сравнительный анализ иммунного ответа, кишечной микробиоты... 657

было достоверно выше по сравнению с личинками 
Ордынского района. В кишечнике и жировом теле 
у личинок с Ордынского района отмечена повы-
шенная активность ферментов детоксицирующей 
системы по сравнению с Венгеровской группой 
насекомых. Показано, что доминирующей груп-
пой кишечной микробиоты в обоих районах вы-
ступают бактерии семейства Enterobacteriaceae и 
рода Citrobacter, однако у личинок Ордынского рай-
она также преобладают бактерии рода Spiroplasma. 
В ходе исследования установлено, что насекомые 
не отличались чувствительностью к бактериям B. 
thuringiensis. Развитие бактериальной инфекции B. 
thuringiensis у личинок колорадского жука из раз-
ных районов Новосибирской области вызывает до-
стоверное увеличение активности ФО в гемолим-
фе по сравнению с незараженными насекомыми, 

при этом у Ордынской группы насекомых также 
регистрируются достоверное увеличение общего 
количества гемоцитов по отношению к контроль-
ной группе насекомых. Таким образом, показано, 
что две группы насекомых из разных точек Ново-
сибирской области, принадлежащие к одному виду, 
демонстрируют различия в показателях клеточного 
и гуморального иммунного ответа при заражении 
бактериями B. thuringiensis. 

Различия в базовых показателях клеточного и 
гуморального иммунного ответа в гемолимфе на-
секомых ранее были показаны при сравнении двух 
географических популяций (меланисты и ахроми-
сты) личинок большой вощинной огневки Galleria 
mellonella [55]. В своем исследовании, группа авто-
ров показали различия в активности ферментов глу-
татион-S-трансферазы и альфа-эстеразы у полевых 
популяций комаров Anopheles  stephensi из провин-
ций Кунар и Нангархар в Афганистане при изуче-
нии устойчивости насекомых к различным группам 
инсектицидов [56]. Также в исследовании по изу-
чению устойчивости к инсектицидам разных гео-
графических популяций одного вида насекомых, 
было показано различие базовых показателей фер-
ментов глутатион-S-трансферазы и альфа-эстеразы 
и ацетилхолинэстеразы у капустной моли Plutella 
xylostella, комаров Anopheles maculipennis, египетской 
хлопковой совки Spodoptera littoralis, яблонной пло-
дожорки Cydia pomonella (L.) и др. [57–60]. Таким об-
разом, различия в активности базовых показателях 
защитных систем насекомых из различных частей 
ареала обитания могут быть обусловлены уровнем 
устойчивости насекомых к биологическим и хими-
ческим инсектицидам, применяемым там ранее. 

В результате секвенирования и профилирования 
бактериального сообщества кишечной микробиоты 
личинок колорадского жука из Венгеровского и Ор-
дынского районов было установлено, что домини-
рующая группа в обоих районах представлена бак-
териями семейства Enterobacteriaceae. Полученные 
результаты согласуются с другими исследованиями, 
в которых доминирующей группой бактерий ки-
шечной микробиоты колорадского жука из разных 
мест обитания в Китае были бактерии семейства 
Enterobacteriaceae. Также данные для западно-си-
бирской популяции жука свидетельствуют о преоб-
ладании бактерий семейства Enterobacteriaceae” [10, 
23, 61]. В микробиоте колорадского жука из Венге-
ровского и Ордынского районов нами обнаружены 
бактерии рода Citrobacter, являющиеся типичным 
представителем нормальной микробиоты насеко-
мых, включая колорадского жука [26]. Интересно 
отметить, что в кишечнике насекомых Ордынско-
го района доминирующим таксоном (30.6 ± 7.8%) 
также выступают бактерии рода Spiroplasma, хотя у 
насекомых из Венгеровского района данные бакте-

Рис. 5. Активность фенолоксидаз в плазме гемолимфы личинок 
колорадского жука из двух географических точек Новосибир-
ской области (Ордынский район (Орд) и Венгеровский район 
(Вен)) через 48 часов после перорального заражения споро-кри-
сталлической смесью бактерий B. thuringiensis ssp. morrisoni 
(Орд+B.thuringiensis; Вен+ B.thuringiensis). Данные представляют 
собой среднее арифметическое значение и его ошибку. Досто-
верность различий определяли с помощью однофакторного 
дисперсионного анализа тестом Тьюки. *** – p < 0.001 – по срав-
нению с незараженными насекомыми Ордынского района (Орд 
контроль); **** – p < 0.0001 – по сравнению с незараженными 
насекомыми Ордынского (Орд контроль) и Венгеровского рай-
онов (Вен контроль).
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рии в кишечнике отсутствуют. В работе Polenogova 
и соавт. отмечена высокая относительная числен-
ность бактерий Spiroplasma leptinotarsae (до 95%) в 
кишечнике личинок колорадского жука, собранно-
го с частных картофельных полей (Новосибирская 
область, 53°44′3.534″ с.ш., 77°39′0.0576″ в.д.) [24]. 
Известно, что бактерии рода Spiroplasma являются 
облигатным эндосимбионтом колорадского жу-
ка [62]. Географическое расположение популяции 
насекомых может быть фактором, влияющим на 
уровень эндосимбионтов кишечника насекомых. В 
частности, в популяциях табачной белокрылки Be-
misia tabaci численность кишечных эндосимбион-
тов рода Candidatus, Portiera, Hamiltonella и Rickettsia 
варьировала в зависимости от географического ме-
стоположения тестируемой популяции насекомого 
[63]. Также в популяциях каштанового долгоносика 
Curculio sikkimensis местный климат был фактором, 
влияющим на присутствие эндосимбионтных бак-
терий Sodalis, Wolbachia и Rickettsia [64]. Кроме того, 
было показано значительное различие микробных 
сообществ колорадского жука, собранного из раз-
ных мест в Китае [23]. 

Роль микробиоты насекомых в устойчивости к 
бактериальным и грибным инфекциям, химиче-
ским инсектицидам во многом зависит от видового 
состава микроорганизмов, условий выращивания 
хозяина и типа патогена [65–68]. Так, показано, что 
кишечные симбионты рода Burkholderia опосреду-
ют устойчивость к инсектицидам у клопа Riptortus 
pedestris (Hemiptera), которая может передаваться 
горизонтально другим насекомым [66, 69]. Установ-
лено, что некоторые штаммы бактерий Citrobacter 
sp., выделенные из кишечника мух Bactrocera dorsalis 
(Diptera), способны разлагать трихлорфон, повы-
шали устойчивость насекомых к химическому ин-
сектициду [70].

Симбиотические микроорганизмы могут играть 
важную роль в защите насекомых от паразитов и 
патогенов [71]. Было показано, что симбионты мо-
гут повысить устойчивость хозяина к чужеродным 
агентам, стимулируя или запуская иммунную си-
стему насекомых [72, 73]. Исследования показали, 
что бактерии рода Spiroplasma могут активировать 
иммунные реакции у плодовых мух, запускать Toll-
путь активации синтеза антимикробных белков [74, 
75]. Показано, что бактерии рода Spiroplasma защи-
щают Drosophila neotestacea от стерилизующего воз-
действия паразитической нематоды Howardula как 
в лаборатории, так и в полевых условиях [76]. Ис-
следования свидетельствуют о том, что бактерии 
рода Spiroplasma распространяются в североамери-
канских популяциях мух D. neotestacea и происходят 
адаптивные изменения в защитных реакциях насе-
комых [76]. Было показано, что влияние бактерий 
данного рода на развитие инфекции связано с син-

тезом протеаз, которые задействованы в активации 
иммунитета хозяина, и такое влияние может быть 
защитным, нейтральным или отрицательным, в за-
висимости от возбудителя инфекции насекомых. 
Исходя из этого, можно сделать предположение о 
том, что повышенный уровень базовых показате-
лей ГСТ и неспецифических эстераз в кишечнике 
Ордынской группы насекомых может быть связан 
с доминированием в кишечной микробиоте эндо-
симбионта рода Spiroplasma, который запускает ак-
тивацию данных ферментов.

Популяции колорадского жука из Ордынского 
и Венгеровского районов Новосибирской области 
демонстрируют одинаковый уровень чувствитель-
ности к бактериям B. thuringiensis, при этом полу-
ченные результаты свидетельствуют о том, что бак-
териальная инфекция на уровне 30% смертности 
приводит к активации защитных реакций и раз-
личиям в иммунном ответе у насекомых из разных 
районов. 

Известно, что клеточные и гуморальные иммун-
ные реакции насекомых могут быть активированы 
системно в гемолимфе [14, 77, 78], а также локально 
в месте развития инфекции через синтез антими-
кробных пептидов, активацию детоксицирующих 
ферментов и регенерацию в кишечнике, кутикуле, 
трахеях [79–81]. Был показан вклад клеточных и гу-
моральных иммунных реакций при развитии бак-
териальной инфекции, вызванной B. thuringiensis, у 
личинок большой вощинной огневки G. mellonella, 
а также у личинок колорадского жука [14, 15, 77, 78].  
Результаты проведенного нами исследования сви-
детельствуют, что общее количество гемоцитов у 
личинок колорадского жука Венгеровского райо-
на достоверно выше, чем у насекомых из Ордын-
ского района, при этом заражение бактериями  
B. thuringiensis приводит к достоверному увеличению 
общего количества гемоцитов в гемолимфе насеко-
мых из Ордынского района по отношению к неза-
раженным. Гемоциты принимают активное участие 
в таких клеточных иммунных реакциях, как фаго-
цитоз, инкапсуляция, синтез антимикробных бел-
ков и реакция меланизации. Повышенный базовый 
уровень общего количества гемоцитов у насекомых 
из Венгеровского района дает преимущество насе-
комым при защите от патогена, в отличии от попу-
ляции, насекомые которой вынуждены расходовать 
ресурс на пролиферацию клеток гемолимфы во вре-
мя развития инфекционного процесса. 

Кроме того, необходимо отметить, что у личинок 
колорадского жука Венгеровского района досто-
верно более высокая лизоцим-подобная антибак-
териальная активность в гемолимфе по сравнению 
с личинками Ордынского района. Лизоцим синте-
зируется постоянно в организме насекомых в раз-
личных тканях и органах, и его продукция увели-
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чивается в ответ на инфекцию. Антимикробные 
пептиды могут действовать синергетически и при-
водить к бактериостатическому или бактериолити-
ческому эффекту, главным образом, путем наруше-
ния целостности клеточной стенки [16, 81]. 

Одна из ключевых защитных реакций насеко-
мых при повреждении целостности тканей и при 
проникновении патогена, считается меланизация, 
опосредованная деятельностью ФО-активирую-
щего каскада. Меланин и активные формы кисло-
рода – продукты меланогенеза, которые образуют-
ся в процессе каскада ферментативных реакций, 
способны предотвратить рост микроорганизмов 
[82, 83]. При заражении бактериями B. thuringiensis 
личинок колорадского жука Ордынского и Венге-
ровского районов было отмечено увеличение фер-
ментативной активности ФО в гемолимфе инфи-
цированных насекомых. Повышение активности 
фенолоксидаз – одна из первых реакций защиты у 
насекомых при заражении бактериями B. thuringiensis 
[10, 78, 84]. Cублетальная и полулетальная инфекция 
B. thuringiensis личинок колорадского жука приводит 
к увеличению активности ФО в гемолимфе и экс-
прессии проФО в кишечнике [10, 15], что свидетель-
ствует о важной роли данных ферментов в защите 
насекомых от бактериальной инфекции. Необходи-
мо учитывать, что изменение активности ФО в ге-
молимфе при бактериальной инфекции может быть 
связано с активацией иммунной системы при ток-
сическом действии бактериальных метаболитов [15, 
78, 84, 85]. Повышенный уровень базовых показате-
лей клеточного и гуморального иммунного ответа у 
личинок Венгеровского района может указывать на 
потенциально большую устойчивость к энтомопато-
генам различной природы по сравнению с насеко-
мыми Ордынского района. 

Ранее установлено, что синтез и повышение ак-
тивности неспецифических эстераз и ГСТ проис-
ходит для инактивации токсинов и токсических ме-
таболитов при развитии бактериальной инфекции  
B. thuringiensis у личинок колорадского жука в жиро-
вом теле, как основном органе детоксикации [15], 
и в кишечнике, как первом и наиболее важном ба-
рьере при пероральной инфекции [10]. Кроме того, 
необходимо отметить, что повышенная активность 
данных ферментов является одним из ключевых 
факторов метаболической устойчивости насеко-
мых к химическим инсектицидам [86, 87]. Ряд ис-
следований указывают на то, что неспецифические 
эстеразы играют важную роль в механизмах фор-
мирования устойчивости в кишечнике личинок  
G. Mellonella и H. armigera к бактериям B. thuringiensis 
[18, 88]. Основная функция ГСТ заключается в за-
щите клеток от ксенобиотиков и продуктов пере-
кисного окисления липидов, что подтверждается в 
исследовании активности данного фермента у ли-

чинок колорадского жука при заражении спорами, 
токсином и споро-кристаллической смесью бакте-
рий B. thuringiensis [10]. В нашей работе зарегистри-
рована более высокая базовая активность неспец-
ифических эстераз и ГСТ в кишечнике личинок 
колорадского жука Ордынского района по сравне-
нию с популяцией из Венгеровского района. Мож-
но предположить, что более высокая активность 
детоксицирующих ферментов в кишечнике бу-
дет способствовать защите организма Ордынской 
группы насекомых при проникновении бактерий 
B. thuringiensis.

Антиоксидантная система имеет решающее зна-
чение для контроля окислительно-восстановитель-
ного баланса, поскольку ферментативные и нефер-
ментативные антиоксиданты контролируют уровень 
АФК во время развития инфекционных процессов 
и иммунных реакций насекомых [10, 47, 89]. Следу-
ет отметить, что каталаза принимает участие в инак-
тивации перекиси водорода [90, 91]. В кишечнике 
личинок колорадского жука было показано, участие 
неферментативных тиоловых антиоксидантов в за-
щите от бактериоза, вызванного B. thuringiensis [10]. 
При изучении бактериальной инфекции на вощин-
ной огневке было зарегистрировано достоверное 
снижение активности каталазы в кишечнике, ав-
торы предполагают, что это связано с подавлением 
активности данного фермента в результате высоко-
го уровня образования супероксидных радикалов 
во время окислительного стресса на острой стадии 
бактериоза [47]. Поддержание окислительно-вос-
становительного баланса в кишечнике личинок ко-
лорадского жука, регулируемое антиоксидантной 
системой, имеет решающее значение как для защит-
ных насекомых от Bt, так и для защиты собственных 
клеток от АФК [10]. Мы установили, что у насеко-
мых Ордынского района понижены базовые показа-
тели гуморального и клеточного иммунного ответа 
по сравнению с Венгеровской группой насекомых, 
несмотря на это, вероятно, защита при развитии 
бактериальной инфекции, может эффективно осу-
ществляться за счет более высокой базовой активно-
сти ферментов детоксицирующей системы, а имен-
но неспецифических эстераз и ГСТ. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Популяции колорадского жука из Ордынского 

и Венгеровского районов Новосибирской обла-
сти демонстрируют одинаковый уровень чувстви-
тельности к бактериям B. thuringiensis. Вероятно, в 
связи с тем, что личинки колорадского жука Вен-
геровского района имеют изначально более высо-
кий базовый уровень показателей иммунитета, при 
проникновении патогена происходит повышение 
активности защитных реакций для ликвидации 
последствий заражения и предотвращения вторич-
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ного заражения. При этом присутствие симбио-
тических бактерий рода Spiroplasma в кишечнике 
Ордынской группы насекомых, а также высокие 
базовые показатели ферментов детоксицирующей 
системы могут быть задействованы в защите от 
бактериальной инфекции B. thuringiensis. Это сви-
детельствуют о том, что насекомые одного вида из 
разных частей ареала могут эффективно “перестра-
ивать” защитную стратегию от энтомопатогенов, за 
счет баланса между конституциональными и инду-
цированными показателями резистентности.
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COMPARATIVE ANLYSIS OF IMMUNE RESPONSE,  
INTESTINAL MICROBIOTA AND SUSCEPTIBILITY  

TO BACILLUS THURINGIENSIS BACTERIA OF THE COLORADO POTATO 
BEETLE LEPTINOTARSA DECEMLINEATA
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Biological insecticides based on Bacillus thuringiensis (Bt) bacteria are highly specific in their action against var-
ious types of insects and are considered safe for the environment. One of the most common pests of nightshade 
crops worldwide is the Colorado potato beetle, Leptinotarsa decemlineata. Due to its wide distribution across dif-
ferent climatic regions and rapid development of resistance to chemical insecticides, it raises questions about the 
mechanisms behind its ecological plasticity and rapid resistance formation to biological insecticides. In this study, 
we investigated indicators of cellular and humoral immunity, enzyme activity in the antioxidant and detoxification 
systems, gut microbiota, and susceptibility to Bt bacteria in larvae of Colorado potato beetles from different areas 
of the Novosibirsk Region (NSO). The total number of hemocytes and lysozyme-like antibacterial activity in 
the hemolymph of insects from the Vengerovsky district of NSO was 1.5–2 times higher than in larvae from the 
Ordynsky district of NSO. The activity of detoxification enzymes in the intestines and fat body of larvae from Or-
dynsky increased by 1.7–2.5 times compared to the Hungarian insect group. It has been shown that bacteria of the 
family Enterobacteriaceae and genera Citrobacter are the dominant groups of intestinal microbiota in both regions 
of NSO, but bacteria of the genus Spiroplasma predominate in larvae from Ordynsky. It was also found that insects 
did not differ in their level of sensitivity to B. thuringiensis, the development of bacterial infection in the intestines 
of Colorado potato beetles from different parts of their range causes a two- to three-fold increase in phenoloxidase 
activity in the hemolymph, while a 1.5-fold increase in the total number of hemocytes has also been recorded in 
insects from the Ordynsky district in NSO. This suggests that insects from different geographical populations are 
able to effectively develop a protective strategy against entomopathogens through a balance between innate and 
induced resistance mechanisms.

Keywords: Resistance, phenoloxidase, hemocytes, entomopathogens, intestinal immunity, metabarcoding, 16S 
rRNA gene
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