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Бактерии Bacillus thuringiensis var. israelensis — основной агент биологической защиты от 
кровососущих двукрылых насекомых, многие из которых являются переносчиками трансмиссив-
ных болезней сельскохозяйственных животных. Штаммы-продуценты для производства инсекти-
цидных препаратов выделяют из природных объектов, получают посредством селекции ранее 
использованных изолятов, скрининга генетических коллекций и генной или геномной инженерии. 
При этом вопрос сохранности и контроля практически ценных свойств штаммов остается ключе-
вым. Биопрепараты представляют существенный интерес в связи с их значительными преимуще-
ствами перед химическими пестицидами и рассматриваются в современных системах сельского 
хозяйства в качестве экологически и социально приоритетных альтернатив агрохимикатов. В 
представленной работе нами выполнен первый комплексный сравнительный анализ кристалло-
генных и акристаллогенных вариантов Bacillus thuringiensis var. israelensis (BtH14), выделенных 
после хранения штамма в разных режимах. У кристаллогенных вариантов методом полимеразной 
цепной реакции (ПЦР) впервые выявлены гены, кодирующие целевые инсектицидные токсины — 
Cry4 и Сry11, и показано, что акристаллогенные формы этих генов лишены. Установлено, что у 
кристаллогенных вариантов культуральная жидкость приблизительно в 7000 раз активнее в от-
ношении личинок Aedes aegypti чем у акристаллогнных. Целью настоящего исследования было 
сопоставление морфологических, биохимических, технологических, ларвицидных свойств кри-
сталлогенных и акристаллогенных штаммов бактерии (BtH14) и проверка наличия у них генов, 
кодирующих энтомоцидные токсины Сry, которые относятся к ключевым детерминантам виру-
лентности. Изучали штаммы 404, 87 (хранились 28 лет методом лиофилизации, затем 2 года в 
пробирках на скошенном рыбном агаре — РА с пересевом каждые 6 мес), штамм 7-1/23 (хра-
нился 28 лет в кристаллах NaСl, затем 2 года в культуральной жидкости — КЖ при температуре 
3 С). Культуры рассевали методом истощающегося мазка на РА в чашках Петри. На 7-е сут роста 
при 30 С отбирали кристаллогенные (404/14, 87/21, 7-1/23-4) и акристаллогенные (404/19, 
87/33, 7-1/23-8) варианты методом световой микроскопии, используя краситель черный анили-
новый. У вариантов не выявили различий по морфологии колоний на РА в чашках Петри: коло-
нии были плоские, матовые, серовато-белые, шероховатые, округлые, структура мелкозернистая, 
консистенция вязкая. Изучение морфологии вегетативной культуры, основных биохимических 
свойств (образование ацетилметилкарбинола, лецитиназы, использование углеводов, расщепление 
крахмала и др.) и оценка титра на дрожже-полисахаридной среде также не показали различий. 
Продуктивность вариантов 404/14, 87/21, 7-1/23-4 и 404/19, 87/33, 7-1/23-8 была в пределах 
соответственно (3,36-4,02)½109 и (3,74-4,13)½109 КОЕ/мл. Ларвицидная активность кристалло-
генных вариантов, которая выражалась в ЛК50 для L4 Aedes aegypti, составляла (0,12-0,16)½103 %, 
акристаллогенные варианты были неактивными в пределах следующих общепринятых разведений 
(½103 %): 1,0; 0,5; 0,25; 0,125 и 0,06. Их 1 % суспензия (в 7000 раз большая концентрация) 
вызывали гибель 22-39 % личинок комаров через 24 ч, тогда как та же концентрация активных 
вариантов приводила к 100 % гибели насекомых уже через 15 мин. Обнаружено, что КЖ акри-
сталлогенных вариантов через 12 ч образовывала осадок и надосадочный слой, а кристаллоген-
ных — оставалась в состоянии взвеси. Исследуемые варианты BtH14 были также впервые про-
анализированы на наличие генов, кодирующих инсектицидные токсины. Результаты амплифика-
ции с Bti-специфичными праймерами подтвердили принадлежность кристаллогенных и акристал-
логенных вариантов к BtH14. Установлено, что варианты 404/14, 87/21, 7-1/23-4 несут гены, 
кодирующие инсектицидные токсины Cry4 и Cry11, в то время как акристаллогенные варианты 
404/19, 87/33, 7-1/23-8 лишены этих генов, что согласуется с отсутствием у них активности в 
отношении комаров A. aegypti. 
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Кровососущие комары и мошки из отряда Двукрылые (Diptera), ко-
торые являются переносчиками опасных инфекций человека и животных, 
наносят существенный урон животноводству. Bacillus thuringiensis subsp. 
israelensis (BtH14) — эффективный бактериальный агент контроля числен-
ности личинок двукрылых, используемый по всему миру. Препараты на ос-
нове этой бактерии применяются в широком диапазоне мест обитания це-
левых насекомых, не вызывают у них резистентности и не оказывают нега-
тивного воздействия на экосистему (1). BtH14 рассматривается в качестве 
приоритетного биоагента в борьбе с кровососущими комарами — паразита-
ми животных и человека и переносчиками трансмиссивных заболеваний, в 
том числе анаплазмоза крупного рогатого скота. Ущерб, причиняемый жи-
вотноводству кровососущими двукрылыми, может выражаться в снижении 
удоев на 20-30 %, прироста живой массы — на 20-40 % (2).  

В защите растений, в том числе сеяных кормовых культур, важной 
тенденцией также становится экологизация ассортимента средств борьбы с 
вредными организмами за счет применения биологических препаратов на 
основе бактерий (3-5), актиномицетов (6), энтомофторовых грибов и эн-
томопатогенных нематод (7, 8) как фактора оптимизации фитозащиты и 
питания сельскохозяйственных культур. Среди этих биоагентов также вы-
деляются спорообразующие бактерии Bacillus thuringiensis (Bt) (9, 10), кото-
рые обладают комплексом полезных свойств: защищают сельскохозяй-
ственные культуры от фитофагов (11, 12) и фитопатогенов (13-15), могут 
стимулировать рост растений (16, 17), при этом безопасны для человека 
(18) и полезной энтомофауны (19, 20). Приоритетное место на рынке за-
нимают биопрепараты на основе Bt как наиболее эффективные и безопас-
ные для окружающей среды (21-23). В качестве действующего вещества 
они содержат спорокристаллический комплекс (24, 25), некоторые из них — 
термостабильный экзотоксин (26, 27), а также ряд других менее изученных 
метаболитов и белковых факторов вирулентности (28-30). 

Оптимально рентабельные препараты получают при использовании 
штамма-продуцента с высокой вирулентностью, технологичностью и без-
опасностью. Однако культура штаммов -продуцентов биопрепаратов под-
вержена популяционной изменчивости (31, 32). Длительное хранение, ча-
стые пересевы на плотные агаризованные среды приводят к образованию 
колоний различных морфотипов и ведут к некоторому снижению виру-
лентности (33). Так, штаммы Bt, которые хранили 28 лет в кристаллах хло-
рида натрия или в лиофилизированном виде, 10 лет (срок наблюдений) — в 
криоконсервированном состоянии, сохраняли 100 % жизнеспособности, 
но проявляли ларвицидную активность на уровне 78-90 % в сравнении с 
исходными значениями. 

В представленной работе мы впервые выполнили комплексный ана-
лиз выделенных кристаллогенных и акристаллогенных вариантов Bacillus 
thuringiensis var. israelensis (BtH14) с использованием метода полимеразной 
цепной реакции (ПЦР) на ранней стадии развития культуры (18 ч). У изу-
ченных кристаллогенных вариантов выявлены гены, кодирующие целевые 
инсектицидные токсины Cry4 и Сry11, в то время как акристаллогенные 
этих генов лишены. При этом варианты не различались по основным био-
химическим свойствам, морфологии вегетативной культуры и колоний на 
рыбном агаре (РА), а также по продуктивности. Установлено, что у кри-
сталлогенных вариантов в отличие от акристаллогенных культуральная 
жидкость (КЖ) через 12 ч инкубации не образует осадка и приблизитель-
но в 7000 раз активнее в отношении личинок Aedes aegypti. 

Целью исследований было сравнение морфологические, биохими-
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ческие, технологические, ларвицидные свойства и наличия энтомоцидных 
токсинов Cry у вирулентных и авирулентных вариантов штаммов BtH14. 

Методика. Штаммы BtH14 404, 87 28 лет хранили методом лиофи-
лизации, затем 2 года в пробирках на скошенном рыбном агаре (РА) с пе-
ресевом каждые 6 мес; штамм 7-1/23 28 лет хранили в кристаллах NaCl, за-
тем 2 года в полученной КЖ при 3 С. Исходная продуктивность характери-
зовалась следующими значениями (½109 КОЕ/мл): 3,96±0,28; 4,4±0,22; 
4,25±0,30; ларвицидная активность, выраженная в ЛК50 для L4 Aedes aegypti, 
составляла соответственно (0,135±0,01) х 10-3 %; (0,115±0,015) х 10-3 %; 
(0,128±0,01)½103 %. 

Штаммы BtH14 выращивали на скошенном РА при температуре 30 С 
до полного образования спор и кристаллов. 

Морфологию колоний изучали после рассева культуры BtH14 мето-
дом истощающегося мазка на рыбный агар (РА) стандартного состава в 
чашках Петри на 7-е сут роста при 30 С. Использовали световую микро-
скопию (микроскоп Zeiss Axio Imager A2, «Carl Zeiss», Германия, иммерси-
онный объектив ½100) препаратов, окрашенных анилиновым черным («Lu-
car», Россия), отбирали кристаллогенные и акристаллогенные варианты 
(34) для анализа на наличие генов кристаллического токсина (35). 

На дрожже-полисахаридной (регламентной) среде оценивали тех-
нологичность BtH14, выращивая культуру 68 ч глубинным способом при 
температуре 30 С и аэрации 220 об/мин. Количество клеток, выросших на 
РА, определяли, используя стандартный способ серийных разведений. ЛК50 
(ларвицидную активность) для комаров Aedes аеgypti учитывали согласно 
описанию (33). 

Биохимические свойства (утилизация углеводов, образование аце-
тилметилкарбинола, индола и др.) изучали с использованием индикатор-
ных дисков (СИБ, «Микроген», Россия) по прилагаемой инструкции. 
Культуру, выращенную на среде РА в течение 1 сут при 30 С, отбирали 
микробиологической петлей и помещали в стерильный раствор хлорида 
натрия (0,85 %). Через 5-18 ч проводили анализ биохимических свойств 
штаммов. 

При выделении геномной ДНК для ПЦР-анализа бактерии вы-
ращивали на стандартной среде Лурия-Бертани (ЛБ) при 30 С в тече-
ние 16-18 ч. Клетки суспендировали в буфере Tris-EDTA (1 M TrisHCl, 
pH 7,5 + 0,5 M EDTA, pH 8,0) и нагревали в течение 10 мин при 102 С. 
Остатки клеток удаляли осаждением при 15000 g в течение 3 мин. Надоса-
дочную жидкость, содержащую геномную ДНК бактерий, переносили в эп-
пендорфы и использовали для ПЦР-анализа (ДНК-амплификатор T100, 
Bio-Rad, США) (35, 36). Программу ПЦР-анализа подбирали, исходя из 
температуры отжига известных праймеров и величины амплифицируемого 
фрагмента ДНК. Реакционная смесь (20 мкл) содержала 1 мкл водной 
суспензии бактериальной ДНК (80 нг ДНК), 10 мкл смеси Fermentas 
DreamTaq green PCR master mix («Thermo Fisher Scientific», США), и 0,3 мкл 
каждого праймера (конечная концентрация 1 пмоль/мкл). Вирулентный 
штамм BtH10 56, относящийся к группе B. thuringiensis var. darmstadiensis, 
использовали в ПЦР в качестве негативного контроля. ПЦР-продукты 
анализировали с помощью электрофореза в 1 % агарозном геле с окраши-
ванием 0,002 % бромистым этидием. 

Результаты обрабатывали методом дисперсионного анализа (37) с 
доверительным интервалом 95 %. В таблицах представлены средние (М) и 
стандартные ошибки средних (±SEM). 

Результаты. Штаммы BtH14 404, 87, 7-1/23 после длительного хра-
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нения рассевали на РА в чашках Петри и провели целенаправленный от-
бор по двум критериям — образованию кристаллического эндотоксина и 
спор и по образованию только спор.  

 

А Б В Г 

 
Рис. 1. Кристаллогенные (А, В) и акристаллогенные (Б, Г) варианты штаммов Bacillus thurin-
giensis var. israelensis (BtH14) после 16 ч (А, Б) и 7 сут (В, Г) культивирования. Световая микро-
скопия (микроскоп Zeiss Axio Imager A2, «Carl Zeiss», Германия, иммерсионный объектив 
½100) препаратов, окрашенных анилиновым черным («Lucar», Россия). 
 

Для изучения отобрали варианты штаммов BtH14 404/14, 87/21, 7-
1/23-4 (кристаллогенные) и 404/19, 87/33, 7-1/23-8 (акристаллогенные).  

По морфологическим признакам культуры не различались: у всех 
вариантов колонии были шероховатые, плоские, матовые, серовато-белые, 
край волнистый, структура мелкозернистая, консистенция вязкая. Методом 
световой микроскопии 16-часовых культур мы также не выявили различий 
(рис. 1, А). Вместе с тем 7-суточные культуры исследуемых штаммов BtH14 
морфологически существенно различались (см. рис. 1, Б). 

Результаты изучения ларвицидных свойств у различных вариантов 
BtH14 приведены в таблице 1. Полученные данные показали, что техноло-
гичность кристаллогенных и акристаллогенных вариантов штаммов BtH14 
была практически одинаковой — соответственно (3,36±0,25-4,02±0,15)½109 
и (3,74±0,19-4,13±0,15)½109 КОЕ/мл. 

Ларвицидная активность кристаллогенных вариантов BtH14, выра-
женная в ЛК50 для L4 A. aegypti, была практически одинаковой и находи-
лась в пределах (0,120±0,012-0,160±0,018)½103 %. Акристаллогенные ва-
рианты BtH14 были неактивными в отношении L4 A. aegypti в общеприня-
тых разведениях (1,0; 0,5; 0,25; 0,125; 0,06)½10-3 % КЖ, лишь 1 % суспен-
зия (концентрация в 7000 раз больше) вызывала гибель 22-39 % личинок 
комаров через 24 ч, в то время как у активных вариантов та же концен-
трация приводила к 100 % гибели уже через 15 мин. 

Интересным был тот факт, что КЖ у неактивных вариантов через 
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12 ч разделялась на осадок и надосадочный слой, а у активных — остава-
лась в состоянии взвеси (рис. 2). По нашим наблюдениям, КЖ вирулент-
ного штамма BtH14 7-1/23А во взвеси сохранялась до 3 лет. 

1. Ларвицидные свойства изученных вариантов Bасillus thuringiensis var israelensis 
(BtH14) (M±SEM, лабораторный опыт) 

Вариант 
Результаты микроскопии  
7-суточной культуры 

Титр спор, ½109/мл ЛК50 для L4 Aedes aegypti, ½103 % 

404/14 Споры, кристаллы 3,36±0,25 0,160±0,018 
404/19 Споры 3,74±0,19 0 
87/21 Споры, кристаллы 4,02±0,15 0,120±0,012 
87/33 Споры 4,13±0,15 0 
7-1/23-4 Споры, кристаллы  3,95±0,10 0,150±0,020 
7-1/23-8 Споры 4,00±0,18 0 
П р и м е ч а н и е. Результаты обрабатывали методом дисперсионного анализа с доверительным интерва-
лом 95 %. По продуктивности кристаллогенные штаммы (между собой) и в сравнении с акристаллоген-
ными статистически достоверно не различались. По ларвицидной активности кристаллогенные штаммы 
достоверно отличались от акристаллогенных.  

 

 

Рис. 2. Культуральная жидкость кристаллогенных вариантов Bacillus thuringiensis var. israelensis 
(BtH14) через 12 ч инкубации при комнатной температуре образует взвесь, тогда как акристал-
логенных — осадок. 

 

Кристаллогенные (вирулентные) и акристаллогенные (авирулент-
ные) вариантвы BtH14 не различались по проанализированному комплексу 
биохимических свойств. Так, они образовывали ацетилметилкарбинол и 
лецитиназу, гидролизовали крахмал, проявляли протеолитическую актив-
ность и не обладали уреазной. Штаммы метаболизировали глицерин, глю-
козу, левулезу, мальтозу и маннозу, не усваивали арабинозу, галактозу, 
дульцит, ксилозу, лактозу, салицин, сахарозу, сорбит, целлобиозу и эску-
лин. Также они не образовывали пигмент, но формировали пленку на мя-
сопептонном бульоне. 

2. Праймеры, использованные для ПЦР-анализа кристаллогенных и акристал-
лических вариантов  

Праймер Ген 
Олигонуклеотидная  
последовательность (5´3´) 

Температура отжига, С Ссылка 

Cry11 сry11 TTAGAAGATACGCCAGATCAAGC(f)  
45 (38) 

CATTTGTACTTGAAGTTGTAATCCC (r) 
Bti  CAAACATTTCATTCCAATAACA (f) 

59 (39) 
ATACTGTGTGGGATGCTTATTA (r)  

Cry4 cry4 GCATATGATGTAGCGAAACAAGCC(f) 
62 

(40) 
ACCTGGAACATCTGACAACCAATC (r)  (35) 

 

Поскольку морфологически кристаллогенные (вирулентные) и акри-
сталлогенные (авирулентные) варианты BtH14 не демонстрируют видимых 
различий, а формирование кристаллов происходит лишь через несколько 
суток инкубации, мы охарактеризовали кристаллогенные и акристалло-
генные варианты штаммов BtH14 при помощи ПЦР, используя 18-часовые 
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культуры. Использованные праймеры представлены в таблице 2. 
С праймерами Bti амплифицируется последовательность нуклеоти-

дов, которая специфична для B. thuringiensis var. israelensis и находится на 
хромосомной ДНК этих бактерий. Полученный положительный результат 
амплификации с праймерами Bti (табл. 3, рис. 3) подтвердил то, что изу-
чаемые варианты относятся к B. thuringiensis var. israelensis. По результатам 
ПЦР-анализа, варианты 404/14, 87/21 и 7-1/23-4 несут гены cry4 и cry11. В 
случае вариантов 404/19, 87/33, 7-1/23-8 результаты амплификации с этими 
праймерами были отрицательными, что подтверждает отсутствие кристал-
лического эндотоксина и ларвицидной активности против A. aegypti. 

3. Сравнительная характеристика кристаллогенных и акристаллогенных вари-
антов Bacillus thuringiensis var. israelensis c использованием ПЦР 

Вариант 
ПЦР с праймерами 

Кристаллогенность 
Bti Cry 4 Cry 11 

404/14 + + + + 
404/19 +    
87/21 + + + + 
87/33 +    
7-1/23-4 + + + + 
7-1/23-8 +    
П р и м е ч а н и е. «+» и «» — соответственно наличие и отсутствие положительной реакции или прояв-
ления признака.  

 

 

Рис. 3. Гель-электрофорез ПЦР-продуктов, полученных в результате амплификации ДНК вара-
интов Bacillus thuringiensis var. israelensis с праймерами Bti, Cry4 и Cry11 для акристаллогенных 
и кристаллогенных штаммов. М — маркер молекулярных масс  ДНК/HindIII («Thermo Fisher 
Scientific», США). Указаны названия генов (в соответствии с использованными праймерами) 
и номера штаммов. 

 

Таким образом, проведенные исследования позволили заключить, 
что вирулентные варианты Bасillus thuringiensis var. israelensis 404/14, 87/21, 
7-1/23, в отличие от авирулентных 404/19,87/21, 7-1/23-8, несут гены, ко-
дирующие инсектицидные токсины Cry4 и Cry11, образуют кристалличе-
ские эндотоксины, обладают высокой ларвицидной активностью (1 % сус-
пензия культуральной жидкости кристаллогенных вариантов вызывала 
100 % гибели личинок A. aegypti через 15 мин, акристаллогенных — лишь 
22-39 % через 24 ч) и находятся в культуральной жидкости в виде взвеси, в 
отличие от авирулентных вариантов, которые образуют осадок уже через 
12 ч. Для оценки производственных свойств штаммов B. thuringiensis var. 
israelensis быстрый скрининг можно выполнять методом полимеразной 
цепной реакции для определения наличия генов, кодирующих главные 
белковые токсины B. thuringiensis. Поскольку вирулентные и авирулентные 
варианты этих штаммов без длительного культивирования не демонстри-
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руют существенных морфологических и биохимических различий, наличие 
или отсутствие генов cry — наиболее удобный показатель для отбора пер-
спективных штаммов. Применение молекулярно-генетических методов в 
работе со штаммами-продуцентами не исключает необходимости учиты-
вать скорость споруляции и соотношение количества спор и белковых 
кристаллических включений методом световой микроскопии, а также кон-
тролировать титр штаммов как показатель их технологичности.  
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A b s t r a c t  
 

Currently, the bacterium Bacillus thuringiensis var. israelensis represents a key agent for bio-
logical protection against dipteran species, which are harmful to livestock and crop production and 
transmit infectious diseases of economically important animals. The production strains can be ob-
tained by isolation from natural resources, selection of previously used isolates, screening of genetic 
collections, and genetic or genomic engineering. The issue of preservation and control of practically 
valuable properties of strains is of high importance. Biologicals are of significant interest due to their 
substantial advantages over chemical pesticides and are considered in modern agricultural systems as 
environmentally and socially priority alternatives to agrochemicals. In the present work, we per-
formed the first comprehensive comparative analysis of crystallogenic and acrystallogenic variants of 
Bacillus thuringiensis var. israelensis (BtH14) isolated after storage of the strain in different modes. For 
crystallogenic variants, genes encoding the target insecticidal toxins, Cry4 and Cry11, were detected 
by the polymerase chain reaction (PCR), and it was shown that the acrystallogenic variants are de-
void of these genes. It was found that the culture fluid of crystallogenic variants is approximately 
7000 times more active against the Aedes aegypti larvae than the same of acrystallogenic. The aim of 
this work was to compare the morphological, biochemical, technological, larvicidal properties of the 
crystal-forming and acrystallogenic variants of the strains of Ваcillus thuringiensis var. israelensis 
(BtH14) and testing for the presence of genes encoding Cry insecticidal toxins, which are key deter-
minants of virulence. We studied the strains 404 and 87 stored for 28 years by freeze-drying, then 2 
years in test tubes on canted fish agar (FA) with replanting every 6 months; the 7-1/23 strain stored 
for 28 years in crystals of NaCl, then 2 years in culture liquid (CL) at 3 С. Bacterial strains were 
inoculated on Petri dishes to obtain separate colonies. On day 7 of growth, the 404/14, 87/21, 7-
1/23-4 (crystal-forming) and 404/19, 87/33, 7-1/23-8 (acrystallogenic) variants were selected by 
microscopic analysis using aniline black dye. The differences in the colony morphology were not 
revealed: the colonies were flat, opaque, grayish-white, rough, rounded, the structure was fine-
grained, and the consistency was viscous. The differences either in the morphology of the vegeta-
tive cultures, or in the main biochemical properties (the formation of acetylmethyl carbinol, le-



 

1288 

cithinase, the use of carbohydrates, the splitting of starch, etc.), or in the titer on the yeast-
polysaccharide medium were not shown as well. The productivity of the 404/14, 87/21, 7-1/23-4 
and 404/19, 87/33, 7-1/23-8 strains varied from 3.36½109 CFU/ml to 4.02½109 CFU/ml and 
from 3.74½109 CFU/ml to 4.13½109 CFU/ml, respectively. The larvicidal activity of the crystal-
forming variants, expressed in LC50 for L4 Aedes aegypti, was (0.12-0.16)½103 %, while acrystallogenic 
variants were inactive within the standard dilutions (½10-3 %) 1.0; 0.5; 0.25; 0.125; 0.06. Only their 1 % 
suspension (7000-fold higher concentration) caused 22-39 % death of the Aedes larvae after 24 hours; 
the same concentration of active variants resulted in 100 % death in 15 minutes. It was established that 
cultural liquid of the acrystallogenic variants formed a precipitate and a supernatant layer after 12 hours, 
while the crystal-forming variants remained suspended. The investigated variants of BtH14 were ana-
lyzed for the presence of genes encoding insecticidal toxins. The results of the PCR analysis with the 
Bti-specific primers confirmed the belonging of the both crystal-forming and acrystallogenic variants to 
BtH14. It has been found that the 404/14, 87/21, 7-1/23-4 strains carry genes encoding the Сry4 and 
Cry11 insecticidal toxins, while 404/19, 87/33, 7-1/23-8 acrystallogenic variants are devoid of these 
genes agreeing with the absence of larvicidal activity against A. aegypti. 

 

Keywords: Bacillus thuringiensis, culture liquid, larvicidal activity, insecticidal toxins, Cry4, 
Cry11. 
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