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Аннотация. Использование энтомопатогенных грибов является перспективным направлением в биологической борьбе с насекомыми вредителями. Важными 
преимуществами этой методики является простота культивирования этих грибов, а также их безопасность для всех живых организмов кроме насекомых. Однако этот 
подход не лишен существенных недостатков, главным из которых являются относительно низкая вирулентность данных паразитов насекомых. Эта проблема может 
быть решена за счет генетической модификации используемых штаммов. В данном обзоре представлены актуальные данные о создании новых биопестицидов на 
основе таких штаммов и об их возможном применении в сельском хозяйстве. Основными методами трансформации энтомопатогенных грибов являются полиэтилен-
гликоль-опосредованная трансформация протопластов, трансформация с помощью агробактерий, электропорация пророщенных конидий и химическая трансфор-
мация бластоспор. В геном этих организмов встраивают последовательности, кодирующие различные эффекторные молекулы, способные негативно воздействовать 
на зараженных ими насекомых, например токсины из ядов хищных насекомых или паразитоидов. Недавно были созданы первые штаммы энтомопатогенных грибов, 
секретирующих в организм зараженных насекомых двуцепочечные РНК, способные подавлять экспрессию их жизненно важных белков. Повышение вирулентности 
данных штаммов происходит специфично к конкретному виду насекомого вредителя. Для эффективного применения подобных пестицидов важно обеспечить достав-
ку энтомопатогенного гриба к вредителю. Основными способами является полив растений или почвы, опрыскивание, замачивание корней или семян, использование 
насекомых посредников. Самым распространенным способом является полив растений. В то же время хотя при внесении в почву энтомопатогенные грибы заражают 
только насекомых, которые находятся в грунте, в этом случае они наиболее защищены от воздействия внешних условий. Против кровососущих насекомых, как клещи 
и комары, можно использовать опрыскивание скота и жилой площади. 
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Abstract. The use of entomopathogenic fungi represents a promising avenue in biological pest control against insect pests. This method offers significant advantages, 
including the ease of cultivating these fungi and their safety to non-target organisms, apart from insects. Nevertheless, a notable drawback of this approach is the relatively low 
virulence of entomopathogenic fungi towards insect hosts. This challenge can be addressed through genetic modification of the fungal strains. This review provides up-to-date 
insights into the development of novel biopesticides based on genetically modified strains and their potential applications in agriculture. The main methods of transformation 
of entomopathogenic fungi are polyethylene glycol-mediated transformation of protoplasts, transformation using agrobacteria, electroporation of germinated conidia and 
chemical transformation of blastospores. Incorporation of sequences encoding various effector molecu  les into the genomes of these organisms is a key strategy, allowing these 
fungi to negatively impact their infected insect hosts. Recent advancements have led to the creation of strains that secrete double-stranded RNA (dsRNA), targeting essential 
insect proteins, thus enhancing their virulence. Importantly, the enhancement of virulence in these strains is specific to particular pest insect species. Effective delivery of 
entomopathogenic fungi to target pests is crucial for the successful application of such biopesticides. Common methods include plant or soil drenching, foliar spraying, root 
or seed soaking, and the use of insect vectors. Soil drenching, for instance, selectively targets soil-dwelling insects, providing protection against environmental factors. For 
blood-feeding insects like ticks and mosquitoes, livestock and residential area spraying can be employed. This comprehensive overview sheds light on the genetic strategies for 
augmenting the insecticidal potential of entomopathogenic fungi and underscores the significance of effective delivery mechanisms for their successful utilization in integrated 
pest management strategies.
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Введение. В сельском хозяйстве потери уро-
жая без применения мер борьбы с вредителями 
и сорняками могут достигать от 48% до 83%. Ак-
тивная защита урожая позволяется снизить эти 
потери вплоть до 27% [1]. Чаще всего для этого 
используют химические пестициды, которые, 
однако, могут оказывать негативное влияние на 

здоровье человека и  окружающую среду. Био-
логические методы защиты растений представ-
ляют собой безопасную и экологически чистую 
альтернативу. В  этом случае для борьбы с  вре-
дителями используют их «естественных» врагов, 
например разнообразных патогенов, таких как 
бактерии, вирусы и грибы.

Среди энтомопатогенных грибов в  защите 
растений чаще всего используют представите-
лей трех родов анаморфных аскомицетов (Hypo-
creales: Cordycipitaceae): Metarrhizium, Beauveria 
и  Lecanicillium [2]. Данные филаментные грибы 
относительно просты в  культивировании и  мо-
гут быть специфичны самым разным группам 
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насекомых-вредителей. Их  инфекционная ста-
дия  — толстостенные и  хорошо защищенные 
споры (конидии) сохраняют инвазионность в те-
чение длительного времени. Еще одним важным 
преимуществом биоинсектицидов на их основе 
является то, что данные споры не должны обя-
зательно попадать в  пищеварительный тракт 
насекомого для заражения и способны прорас-
тать сквозь его внешние покровы [3]. Главным 
недостатком использования энтомопатогенных 
грибов в  качестве биоинсектицидов является 
их относительно низкая вирулентность, и, соот-
ветственно, не высокая скорость уничтожения 
насекомых вредителей по сравнению с  эффек-
том химических пестицидов [2]. Также данные 
патогены чувствительны к некоторым факторам 
окружающей среды, например к  интенсивному 
ультрафиолетовому излучению. Основным ме-
тодом, позволяющим повысить вирулентность 
и  устойчивость энтомопатогенных грибов, яв-
ляется их генетическая модификация [3]. В дан-
ном обзоре представлены актуальные данные 
об используемых методах трансформации эн-
томопатогенных грибов, наиболее эффектив-
ных полученных штаммах, а также о методах их 
возможного использования против насекомых 
вредителей. 

Методы трансформации энтомопатоген-
ных грибов. Основными методами внедрения 
чужеродных последовательностей в  геном эн-
томопатогенных аскомицетов являются: а) Агро-
бактериальная трансформация; б) полиэтилен-
гликоль (ПЭГ) опосредованная трансформация; 
в) электропорация пророщенных конидий; г) хи-
мическая трансформация бластоспор [3]. 

Самый часто используемый метод генети-
ческой модификации филаментных грибов  — 
это трансформация с  помощью агробактерий. 
Он  основан на способности клубеньковой бак-
терии Agrobacterium tumefaciens переносить 
генетический материал из опухолеобразую-
щей плазмиды (Ti plasmid) внутри своих клеток 
в клетки растений и грибов. Таким образом, для 
встраивания в  геном энтомопатогенов опре-
деленной последовательности, ее клонируют 
в  составе Ti плазмиды и  трансформируют этой 
конструкцией бактерий. Последних, в  свою, 
очередь, инкубируют с  конидиями, индуцируя 
перенос генетического материала условиями, 
имитирующими образование клубеньков [4]. 

Полиэтиленгликоль-опосредованная транс-
формация энтомопатогенных грибов заключает-
ся в  формировании из их клеток протопластов 
за счет разрушения их клеточной стенки слож-
ной степенью ферментов. Затем протопласты 
инкубируют с  высококонцентрированным рас-
твором плазмидной ДНК, содержащей встраи-
ваемый ген, а также раствора ПЭГ, который обе-
спечивает поступление ДНК из раствора внутрь 
клеток грибов . Механизм, лежащий в  основе 
этого процесса, пока не изучен, по одной из 
гипотез ПЭГ вызывает адгезию протопластов, 
что, как считается, облегчает поступление ДНК 
в клетки грибов [5].

При трансформации с  помощью электропо-
рации экзогенная ДНК попадает в  клетку орга-
низма за счет формирования пор в его клеточной 
мембране при импульсном воздействии напря-
жения. Для филаментных грибов этот процесс 
затруднен наличием у  них развитой клеточной 
стенки, при этом ее разращение ферментами, 
как в  случае использования ПЭГ, не позволяет 
решить эту проблему, т.к. протопласты не выжи-
вают после воздействия электрического поля. 

Эффективно применить этот метод оказалось 
возможно используя для трансформации проро-
щенные конидии грибов, клеточная стенка кото-
рых истончается на небольшом участке клетки, 
в  котором формируется проросток [6]. Услов-
но к  трансформации с  помощью электропора-
ции можно отнести также опробованный для B. 
Bassiana метод электрослияния (elcectrofusion) 
конидий разных штаммов одного вида под воз-
действием градиентного напряжения, для соз-
дания гибридных линий, потенциально сочетаю-
щих в себе их положительные свойства [7].

Наиболее простым методом генетической 
модификации энтомопатогенных грибов являет-
ся химическая трансформация ацетатом лития. 
В  этом случае необходимо получить бластоспо-
ры — стадию жизненного цикла патогенов, отве-
чающую за расселение по организму насекомого 
через гемолимфу и  представляющую собой не-
большие и тонкостенные одноклеточные споры. 
Трансформация осуществляется за счет добав-
ления к  клеткам раствора, содержащего ацетат 
лития, который воздействует на   клеточную мем-
брану спор, увеличивая ее пористость, а  также 
процедуры теплового шока [8]. На  сегодняшний 
день этот метод опробован только для B. Bassiana. 

Примеры создания штаммов энтомопа-
тогенных грибов с  повышенной вирулент-
ностью.

Первый генетически модифицированный 
штамм энтомопатогенных грибов с  повышен-
ной вирулентностью был создан еще в  конце 
прошлого века. Сент-Лежер и соавторы [9] опи-
сали успешную вставку дополнительной копии 
протеазы M. anisopliae в геном того же патогена. 

Аналогично, для B. bassiana экспрессия экзо-
генной хитиназы привела к  увеличению виру-
лентности против тлей, в  то время как штамм, 
генетически модифицированный с  протеазой 
Metarhizium, продемонстрировал значительное 
усиление патогенности гриба против чешуекры-
лых вредителей, таких как Dendrolimus punctatus
и Galleria mellonella [10]. Введение токсина BmKit 
скорпиона Buthus martensi в  L. lecanii привело 
к  значительному увеличению вирулентности 
против тлей [11]. Недавно для модификации эн-
томопатогенных грибов впервые был исполь-
зован токсин из яда ос наездников. Штамм B. 
bassiana был модифицирован для экспрессии 
и секреции иммуносупрессорного белка VRF1 из 
Microplitis mediator. Этот трансформант проявил 
повышенную вирулентность против хлопковой 
совки Helicoverpa  armigera [12].

Недавно были получены первые данные 
о  модификации энтомопатогенных грибов пу-
тем экспрессии не только белковых молекул, но 
и  двухцепочечной РНК (dsRNA), подавляющей 
экспрессию определенных генов у  насекомых-
хозяев. Штаммы L. attenuatum, которые экспрес-
сировали dsRNA к  генам насекомых, кодирую-
щим белки, участвующие в иммунных реакциях, 
проявили повышенную вирулентность в отноше-
нии цитрусовой белокрылки Dialeurodes citri [13]. 

Способы доставки энтомопатогенных 
грибов к вредителям. 

Самым важным этапом в заражении вредных 
насекомых является успешная доставка биопе-
стицида. Выбор правильного метода зависит от 
вида членистоногого, погодных условий и  тер-
ритории (рис. 1). 

Рисунок 1. Схема методов доставки биопестицидов из энтомопатогенных грибов, 
а — методы направленные на насекомых сельскохозяйственных вредителей (1 — замачивание семян, 
2 — корневая инокуляция, 3 — использование посредников — клещей, 4 — опрыскивание растений, 
5 — опрыскивание или орошение почвы); 
б — методы направленные на кровососущих насекомых (1 — опрыскивание животных, 
2 — опрыскивание стен)
Figure 1. Scheme of methods for delivering biopesticides from entomopathogenic fungi,
a — methods aimed at insects of agricultural pests (1 –soaking seeds, 2 — root inoculation, 
3 — using of ticks as carriers, 4 — spraying plants, 5 — spraying or irrigation of soil);
b — methods aimed at blood-sucking insects (1 — spraying animals, 2 — spraying walls)
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В  полевых условиях или максимально при-
ближенных к  ним часто прибегают к  стандарт-
ному методу полива растения, которое подвер-
гается воздействию вредного членистоногого. 
Было показано, что опрыскивание биопестици-
дами из энтомопатогенных грибов результатив-
нее, чем другие методы доставки [14]. Грибные 
изоляты выращивают на питательном субстрате, 
например агаре или рисе, в течение 15 дней при 
25°C до образования спороносящих конидий. 
Далее их соскабливают в  чистый водный рас-
твор, фильтруют и  обрабатывали ультразвуком, 
определяя жизнеспособность конидий, кото-
рая должна быть больше 97%. В другом случае, 
после инокуляции, высушенный субстрат под-
вергается просеиванию. Опрыскивание неболь-
шого количества растений может происходить 
вручную с помощью аэрографа, а сельскохозяй-
ственные угодья обрабатываются с  помощью 
сельскохозяйственных самолетов [15]. 

Еще одними популярными способами яв-
ляется инокуляция корневой зоны и  семян. 
Известно, что некоторые виды эндофитных 
энтомопатогенных грибов систематически ко-
лонизируют растения и  формируют симбиоти-
ческие взаимоотношения, увеличивая их жиз-
неспособность [16]. Искусственно внесение 
энтомопатогенных грибов также позволяет 
достичь такого эффекта. Для инокуляции бе-
рут корни или клубни растения, опускают его 
в грибковые изоляты на несколько минут и пе-
ресаживают в индивидуальные горшки. Анало-
гично происходит замачивание семян. После 
прорастания их погружают в  суспензию кони-
дий, переносят в емкость с питательной средой 
и через 24 часа в емкости для проращивания во 
влажных условиях [17]. 

Некоторые насекомые находятся в  почве 
большую часть своего жизненного цикла. Для 
биоконтроля таких насекомых разработан ме-
тод орошения почвы. Оно может осуществлять-
ся суспензией спор или водным раствором, 
содержащим конидии с  нанесенными на них 
маслами. Наиболее эффективен этот способ на 
грунтовых поверхностях с травой, листьями или 
гравием [18]. Одним из методов биологической 
защиты растений является использование хищ-
ных клещей, поедающих фитофагов-вредителей. 
Эффект этой методики можно значительно уве-
личить, используя клещей в  качестве “посред-
ника” для транспортировки энтомопатогенных 
грибов в  популяцию вредителей. Было показа-
но, что простого нанесения конидий грибов на 
хищных клещей достаточно для значительного 
увеличения скорости сокращения популяции 
вредителя уже через 48 часов после начала экс-
перимента [18]. 

Для биологической защиты от кровососущих 
насекомых использую методы с опрыскиванием 
стен или сельскохозяйственных животных. По-
следний направлен на животных, которые уже 
подвержены действию вредителя. Животных 
опрыскивают суспензией спор энтомопатоген-
ных грибов с помощью гидравлического распы-
ления [19]. Опрыскивание стен направлено на 
борьбу с  опасными кровососущими насекомы-
ми человека, как малярийные комары. В экспе-
риментах по опрыскиванию разных материалов 
было показано, что глиняные панели и хлопча-
тобумажная ткань подходят для эффективного 
заражения комаров лучше, чем полиэфирная 
сетка [20].

Выводы. Для создания высоковирулент-
ных и  специфичных биопестицидов на основе 

генетически модифицированных энтомопато-
генных грибов используется их генетическая 
модификация. Чаще всего для этого использу-
ют трансформацию с  помощью агробактерий, 
самый трудоемкий, но универсальный и  про-
работанный метод. Упрощенными методика-
ми являются трансформацию с  помощью ПЭГ, 
ацетата лития и электропорация пророщенных 
конидий, которые, однако, опробованы не для 
всех видов патогенов, используемых в  защи-
те растений. На  сегодняшний день уже созда-
ны десятки штаммов грибов, демонстрирую-
щих повышенную вирулентность к вредителям 
и эффективно экспрессирующих и секретирую-
щих чужеродные молекулы, протеазы, хитина-
зы, токсины и  т.д. Недавно были созданы пер-
вые наиболее специфичные энтомопатогены, 
способные секретировать двуцепочечные РНК, 
блокирующие экспрессию различных генов 
вредителей. Для доставки энтомопатогенных 
грибов чаще всего используют опрыскивание 
листьев и замачивание корней суспензией, со-
держащей конидии. Также удобна обработка 
почвы с  помощью полива или орошения. На-
хождение спор в  земле уменьшает действие 
абиотических факторов среды, так как они не 
подвергаются воздействию солнечного света 
и  перепадам температуры. Также этот метод 
можно использовать не только для насекомых, 
постоянно обитающих в земле, но и для члени-
стоногих, попадающих на поверхность в какой-
либо стадии развития. Однако для насекомых, 
обитающих на растениях, этот метод не эффек-
тивен, а  присутствие других видов грибов мо-
жет подавлять действие биопестицида. Спец-
ифичными методами является опрыскивание 
стен и животных, так как они подойдут только 
для кровососущих насекомых, таких как клещи 
и комары. А инокуляция семян и корней или ис-
пользование переносчика  — хищного клеща, 
используются редко, так как в этом случае нет 
возможности контролировать количество пе-
реносимых спор. 
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