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Аннотация 

   Клетки клональной бактериальной популяции 

не являются абсолютно идентичными по своему 

фенотипу и метаболизму. Гетерогенность обусловлена 

стохастичностью молекулярных процессов, а также 

происходящими генетическими и эпигенетическими 

изменениями в клетках. Неоднородность популяции 

и способность клеток поддерживать несколько вариан-

тов фенотипа способствуют лучшей адаптации попу-

ляции как к стабильным, так и изменяющимся услови-

ям роста, и повышают скорость ответа на внешние 

воздействия. Факторы, вызывающие гетерогенность 

популяции, необходимо учитывать и контролировать 

при культивировании микроорганизмов для получения 

культуры клеток с необходимыми свойствами и для 

накопления целевого продукта. В денной работе 

исследовалась фенотипическая гетерогенность популя-

ции бактерий штамма ИБ 51 Pseudomonas chlorоraphis. 

Обнаружено, что при культивировании данного 

штамма в жидкой среде King B в стационарной фазе 

происходит накопление клеток, потерявших способ-

ность синтезировать феназин при экспоненциальном 

росте. Также показано, что при наличии в среде 

нескольких источников углерода, в процессе роста 

колонии происходит периодическое переключение 

уровней синтеза феназина и пиовердина. 
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Abstract 

   The cells of a clonal bacterial population are not 

absolutely identical in their phenotype and metabolism. 

Heterogeneity is due to the stochastic nature of 

molecular processes, as well as genetic and epigenetic 

alterations occurring in cells. Population heterogeneity 

and the ability of cells to maintain several phenotypes 

contribute to better adaptation of the population to both 

constant and fluctuating environments and increase the 

response rate to external influences. Factors causing 

population heterogeneity must be considered and 

controlled when culturing microorganisms to obtain 

cells with the required properties and improve the 

accumulation of specific target products. In this 

research, the phenotypic heterogeneity of the bacterial 

population of Pseudomonas chlororaphis strain IB 51 

was studied. It was found that the stationary-phase 

culture grown in liquid King B medium, accumulation 

of cells that had lost the ability to synthesize phenazine 

during the exponential growth phase. It was also shown 

that in the presence of several carbon sources, periodic 

switching of the synthesis levels of phenazine and 

pyoverdine was observed during colony growth.  
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ВВЕДЕНИЕ 

Многие первичные и вторичные метаболиты бактерий используются или 

потенциально пригодны в качестве пищевых добавок, средств защиты и стимуляции роста 

растений, красителей, ароматизаторов, фармацевтических препаратов [Singh et al. 2017]. Для 

поддержания высокого уровня синтеза целевого продукта в процессе биотехнологического 

производства необходимо контролировать постоянство фенотипа клеток популяции и 
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оптимальный для данного синтеза метаболизм бактериальных клеток. В растениеводстве 

задача по обеспечению эффективности бактериальных препаратов усложняется 

непостоянством внешних условий.  

Фенотипическая гетерогенность изначально гомогенной популяции может быть 

результатом генетических, эпигенетических и стохастических процессов. Причем, в случае, 

если изменения затрагивают синтез регуляторных молекул, то изменяется и уровень 

экспрессии всех подконтрольных генов, что может привести к множеству фенотипических 

отличий. Генетические изменения возникают в результате мутаций (от точечной замены 

нуклеотида до перестроек генома), а если популяция не изолирована, то и в результате 

горизонтального переноса генов [Werner 2000]. Эпигенетические механизмы у прокариот 

представлены преимущественно наследуемыми изменениями профиля метилирования 

последовательности ДНК [Wang et al. 2023]. Также показано участие в эпигенетических 

изменениях профиля ацетилирования гистоноподобных белков [Zheng et al. 2023]. 

Стабильное наследование или периодическое переключение фенотипов может быть 

обеспечено и переключением уровней экспрессии в управляющих бистабильных генных 

сетях, например циклических сетях с отрицательными обратными связями [Tchuraev 2000]. 

Неоднородность в фенотипический состав бактериальной популяции вносит также 

стохастичность молекулярных процессов на всех этапах экспрессии генов и деградации 

мРНК и белков, а также неравномерность распределения молекул при делении клетки 

[Hardo, Bakshi 2021]. 

Бактерии вида P. chlororaphis колонизируют корни растений и синтезируют ряд 

экзоферментов (протеазы, хитиназы или фосфатазы) и вторичных метаболитов 

(антибиотики, сидерофоры, фитогормоны, летучие органические соединения), которые 

подавляют фитопатогены, проявляют нематоцидную и инсектицидную активность, 

стимулируют рост и системную устойчивость растений [Arrebola et al. 2019]. Одними из 

хорошо изученных и востребованных метаболитов, являются феназины, гетероциклические 

соединения, входящие в сигнальные системы клеток, стимулирующие образование 

биопленок, модулирующие метаболизм и экспрессию генов, как в бактериальных, так и в 

эукариотических клетках [Huang 2024]. Сидерофоры, вторичные метаболиты, хелатирующие 

ионы железа, обеспечивают бактериям конкурентное преимущество в условиях дефицита 

железа в окружающей среде. Сидерофор пиовердин структурно состоит из трех частей: 

видоспецифичного пептида, длиной от 6 до 12 аминокислот, хромофора, обуславливающего 

флуоресценцию, и боковой цепи, представляющей собой дикарбоновую кислоту из цикла 

Кребса. Бактерии рода Pseudomonas синтезируют более ста разновидностей пиовердина 

[Ghssein, Ezzeddine 2022]. Хелатируя железо в окружающей среде, пиовердин оказывает 

прямое антогонистическое действие на патогены. В тоже время возможно совместное 

использование одного пиовердина несколькими штаммами. [Gu et al, 2025]. Пиовердин 

является регуляторной и сигнальной молекулой, контролируя в том числе собственный 

синтез и влияет на системную резистентность растений. Пиовердин также защищает 

растения от токсичных металлов, связывая ионы Cd, Cu, Ni   Zn; в отличие от железа, эти 

комплексы выводятся из периплазмы обратно во внешнюю среду [Ghssein, Ezzeddine 2022]. 

В данной работе исследовалась фенотипическия гетерогенность по уровню синтеза 

феназина и пиовердина популяции бактерий штамма ИБ 51 Pseudomonas chlorоraphis.  
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

В работе использован штамм ИБ51 Pseudomonas chlororaphisg (KP973976), 

выделенный из пахотных земель Мелеузовского района РБ. [Chetverikov 2009]. 

Бактерии культивировали при 30°С в жидких или на агаризованных средах LB (пептон 

10 г/л; дрожжевой экстракт 5 г/л; NaCl 10 г/л), King В [King 1954] или модифицированной 

среде King В с заменой глицерина на глюкозу или ацетат натрия.  

Для определения уровня синтеза пигментов культуру разводили в буфере трис-HCl pH 

6,5 до D600= 0,2. Феназин определяли по поглощению при 363 нм, пиовердин – по 

флуоресценции при Ex405, Em460 [Franco 2022; Wang et al. 2020]. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ  

Штамм ИБ 51 P. chlororaphis на среде LB образует оранжевые колонии, на среде King 

B – желтые, флуоресцирующие под воздействием ультрафиолетового излучения (рис. 1). 

Согласно литературным данным P. chlororaphis синтезирует феназиновые пигменты и 

пиовердин [Chen et al. 2015]. В наших экспериментах пик поглощения оранжевого пигмента 

наблюдался при 363 нм, флуоресценция культуры на среде КВ была максимальна в условиях 

Ex405, Em460 и подавлялась внесением ионов железа. Эти данные подтверждают, что на среде 

LB данный штамм синтезирует феназин, на среде King B – преимущественно пиовердин 

[Franco 2022; Wang et al. 2020].  

 
Рисунок 1. Колонии штамма ИБ 51 P. chlororaphis на агаризованых средах  

LB (А) и King B (Б и В). 

Часть колоний на рисунке 1В не имеет желтой окраски. Спектрометрические и 

флуориметрические исследования показали, что желтый цвет колоний на среде King B 

обусловлен феназином, синтезирующимся на низком уровне, а клетки светлых колоний 

синтезируют только пиовердин. Было выявлено, что появление данной субпопуляции 

возможно в стационарной фазе роста культуры ИБ 51 в жидкой среде King B. Полученный 

вариант (ИБ 51 mut) стабильно наследовал фенотип при пересевах на агаризованной среде и 

при экспоненциальном росте культуры в жидкой среде, однако длительное культивирование 

(более 10 суток) периодической культуры приводило к накоплению феназина. При 

возобновлении экспоненциального роста синтез феназина вновь практически прекращался. 
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Следовательно, в клетках ИБ 51 mut фенотипические проявления являются следствием 

мутационных изменений, затрагивающих регуляторные гены.  

Кроме измененного уровня синтеза феназина мутантные клетки отличались 

повышенным уровнем синтеза пиовердина (рис. 2), что согласно литературным данным, 

характерно для мутаций, затрагивающих двухкомпонентную регуляторную систему 

GacS/GacA. [Liu et al. 2018] 

 
Рисунок 2. Флуоресценция культур клеток штаммов ИБ 51 и ИБ 51 mut, при 

культивировании в среде King B.  λ возбуждающего излучения 405 нм. 

Фенотипическая гетерогенность клеток возможна и в пределах одной колонии. На 

модифицированной среде King B с глицерином и глюкозой штамм ИБ 51 формирует 

оранжевые колонии. Через 14 дней при облучении ультрафиолетом в колониях 

обнаруживаются концентрические зоны роста с чередованием флуоресцирующих и 

оранжевых областей (рис. 3). 

 
Рисунок 3. Колонии штамма ИБ 51 при дневном свете (А) и при  ультрафиолетовом облучении 

(Б). 

Для определения зависимости уровня синтеза пигментов от источника углерода был 

проведен эксперимент по культивированию бактерий в жидкой среде King B или 
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модифицированной среде King B с заменой глицерина на глюкозу или ацетат натрия. 

Результаты эксперимента через 48 часов культивирования представлены на рисунке 4.  

 
Рисунок 4. Зависимость уровня синтеза пигментов (в относительных единицах) и оптической 

плотности культуры при длине волны 600 нм от источника углерода в среде культивирования. 

Ац. – ацетат натрия, Гли – глицерин, Гл – глюкоза. 

Проведенные эксперименты показали, что интенсивность синтеза пигментов зависела 

от источника углерода. Максимум синтеза феназина наблюдался в модифицированной среде 

King B с глюкозой, что согласуется с ранее полученными данными [Van Rij et al. 2004]. 

Синтез пиовердина был наиболее высоким в среде с ацетатом натрия, что отражает 

повышение уровня синтеза пиовердина при получении углерода из глюконеогенных 

субстратов (в данном случае ацетата и глицерина), по сравнению с синтезом из 

гликолитических субстратов (глюкоза). Пептидная цепь пиовердина синтезируется из 

аминокислот, связанных по происхождению с циклом трикарбоновых кислот, 

пентозофосфатным циклом и гликолизом, причем около 60% потока углерода, необходимого 

для синтеза пиовердина поступает из цикла трикарбоновых кислот, потоки углерода в 

который возрастают при использовании глюконеогенных субстратов [Mendonсa et al. 2020].  

Формирование концентрических зон роста с разным уровнем синтеза пигментов на 

чашках со средой King B с добавлением глюкозы может быть связано с периодической 

сменой метаболизма при изменении уровня концентрации субстратов или их соотношения в 

среде по периферии колонии, а также с изменением плотности клеток и скорости их роста 

[Schink et al. 2022; Goodwin et al. 2006]. Можно также предположить участие в изменении 

уровня синтеза пигментов углеродной катаболической репрессии, регуляторного механизма, 

обеспечивающего переключение метаболических путей на усвоение предпочтительного 

источника углерода [Rojo 2010]. Четкие границы зон с разным уровнем интенсивности 

окраски свидетельствуют о необходимости для переключения метаболических путей 

определенных пороговых значений соотношения источников углерода в среде и наличии в 

регуляторных сетях обратных связей, стабилизирующих уровень синтеза пигментов на 

определенных значениях. 

Для выяснения возможности влияния на синтез пигментов посттрансляционных 

модификаций белков в среду культивирования вносили ингибитор деацетилирования белков 

– бутират натрия. К настоящему времени считается, что ацетилирование белков у прокариот 

играет важную роль в поддержании клеточного гомеостаза, регуляции экспрессии генов и 

изменении метаболизма в ответ на внешние воздействия. Ацетилирование белков может 
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влиять на метаболизм клетки, как путем непосредственной модификации ферментов, так и 

при модификации регуляторных и гистоноподобных белков [VanDrisse, Escalante-Semerena 

2019]. Показано, что внесение в среду культивирования бактерий бутирата натрия 

происходит изменение уровня экспрессии генов, участвующих в синтезе первичных и 

вторичных метаболитов [Zheng et al. 2023] 

В наших экспериментах бутират натрия снижал уровень синтеза феназина в средах LB 

и King B, повышал уровень синтеза пиовердина в среде King B (Рис. 4). 

 
Рисунок 5. Влияние бутирата натрия на синтез пигментов P. chlororaphis ИБ 51 через 48 часов 

роста культуры. А – в среде LB, Б – в среде King B. 

Известно, что на ацетилирование белков влияет метаболизм ацетата в бактериальной 

клетке [Weinert et al. 2013]. Сопоставление наших экспериментов по внесению в среду 

ацетата натрия и ингибиторов деацетилирования белков позволяет предположить, что 

действие ацетата на уровень синтеза пигментов может быть связано не только с 

переключением метаболических путей в результате смены источника углерода, но и является 

результатом изменением уровня ацетилирования белков, участвующих в синтезе или в 

регуляции синтеза пигментов. Так же вероятно, что бутират натрия влияет на метаболизм 

клетки как источник углерода, или как возможный предшественник диаминобутирата, 

входящего в состав пиовердина. 

Таким образом, проведенные нами эксперименты выявили несколько механизмов 

формирования фенотипической гетерогенности в популяции клеток штамма ИБ 51 

P. chlorоraphis. Обнаружено, что при культивировании данного штамма в жидкой среде King 

B в стационарной фазе происходит накопление клеток, потерявших способность 

синтезировать феназин при экспоненциальном росте. Также показано, что при наличии в 

среде нескольких источников углерода, в процессе роста колонии происходит периодическое 

переключение уровней синтеза феназина и пиовердина. Таким образом, в условиях наших 

экспериментов фенотипическая неоднородность клеток популяции штамма ИБ 51 

Pseudomonas chlorоraphis была обусловлена мутационными процессами при остановке роста 

культуры и переключениями метаболических путей в процессе роста популяции при 

истощении предпочтительного источника углерода в среде.  
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