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Бактерии рода Pseudomonas 
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Впервые в Беларуси было проведено полногеномное  

секвенирование штамма – стимулирующего рост  

и развитие сельскохозяйственных растений –   

P. brassicacearum БИМ В-446 
 

Биопестицид  

«Экогрин» на основе  

штамма P. brassicacearum  

БИМ В-446 успешно  

применен для  

контроля патогенов  

овощных и зеленных  

культур в условиях  

малообъемной  

гидропоники  
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Полногеномное секвенирование штамма  

P. brassicacearum БИМ В-446  



Полногеномное секвенирование штамма  

P. brassicacearum БИМ В-446 

  Анализ генома бактерий P. brassicacearum БИМ В-446 

проводили с использованием сервиса TypeMat 

на сайте (Microbial Genomes Atlas – MiGA). 

 

  Общая длина генома ≈ 6 500 000 п.н., содержание ГЦ-пар = 60,8 % 

 

  Таксономическая классификация штамма: 

Домен: Bacteria 

Тип: Proteobacteria 

Класс: Gammaproteobacteria 

Порядок: Pseudomonadales 

Семейство: Pseudomonadaceae  

Род: Pseudomonas 

Вид: Pseudomonas brassicacearum 

Подвид: Pseudomonas brassicacearum subsp. brassicacearum 

 

 Ближайшие родственники, найденные MiGA в базе данных, были  

Pseudomonas brassicacearum subsp. brassicacearum NFM421 NC 015379T  

(94,48% ANI) и Pseudomonas kilonensis GCA 001269885T (93,8% ANI). 

*ANI – средняя нуклеотидная идентичность 
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Аннотация генома изучаемого штамма позволила выявить  

основные метаболиты и ферменты, участвующие  

в проявлении антимикробных и ростстимулирующих свойств  

штамма (в частности были аннотированы  

pvd, phl и hcn-кластеры, ответственные за синтез пиовердина,  

флороглюцинола и цианида, соответственно). 

Строение phl, pvd и hcn-оперонов у бактерий рода Pseudomonas 
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Полногеномное секвенирование штамма  

P. brassicacearum БИМ В-446  



Схема получения мутантных вариантов  

P. brassicacearum БИМ В-446 phlF/phlA::Sm 
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Синтез флороглюцинола у мутантных вариантов  

P. brassicacearum БИМ В-446 phlF/phlA::Sm  

 Установлено, что в культуральной жидкости мутанта с нарушенным  

геном  phlА обнаруживаются только следовые количества антибиотика.  

 

 В тоже время уровень продукции 2,4-ДАФГ у регуляторного мутанта  

по гену phlF достигает 7,8 мг/л, что в 2,7 выше, чем у бактерий дикого  

типа. 

 

 

 

 

 

 

 

  

                дикий тип                                     phlF-                                   phlA- 

 

Результаты масс-спектрометрического анализа культуральной 

жидкости 
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Генетическая карта вектора pUT::miniTn5 и схема транспозонового мутагенеза 
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Метод транспозонового мутагенеза 



№  

мутант- 

ного  

штамма 

Инактивирован- 

ный  

предполагаемый  

белок 

Количест- 

во  

а.о. 

Сходство с  

известными белками  

бактерий 

%  

cход- 

ства 

Регистрацион- 

ный номер в  

ГенБанке 

Предполага- 

емая  

функция 

31 LysR  

транскрипционный 

регулятор 

315 P. fluorescens F113 

 

P. brassicacearum  

subsp.  

brassicacearum  

NFM421 

96 

 

96 

AEV60098.1 

 

AEA66186.1 

Регулирует  

экспрессию  

генов;  

главный  

структурный  

мотив  

связывания  

ДНК 

67 Гипотетический 116 P. fluorescens F113 

 

P. brassicacearum  

subsp.  

brassicacearum  

NFM421 

95 

 

97 

 

AEV64330.1 

 

AEA70590.1 

Ингибирует  

биосинтез  

клеточной  

стенки,  

может  

действовать  

как  

бактерицид 

51 Полисахарид- 

деацетилаза 

313 P. fluorescens F113 

 

P. brassicacearum  

subsp.  

brassicacearum  

NFM421 

98 

 

97 

AEV64330.1 

 

AEA70590.1 

Функция  

неизвестна 

70 SAM-зависимая  

метилтрансфераза 

338 P. fluorescens F113 

 

P. brassicacearum  

subsp.  

brassicacearum  

NFM421 

94 

 

94 

AEV64982.1 

 

AEA71240.1 

 

Катализируют  

реакции  

метилирования 

Характеристика кодирующих последовательностей, влияющих на  

синтез флороглюцинола, инактивированных встраиванием транспозона 

mini-Tn5xylE 
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Направленная иннактивация pvd-кластера, ответственного  

за синтез пиовердина у бактерий P. brassicacearum БИМ В-446 

 

10/22 Схема получения векторной конструкции pk18mob::pvdD 



Мутантные варианты бактерий P. brassicacearum БИМ В-446 –  

продуценты оранжево-коричневого и желто-зелёного пигментов 

 

Установлена связь между синтезом оранжево-коричневого пигмента и  

антибиотиком широкого спектра действия  

2,4-диацетилфлороглюцинолом, а так же между синтезом  

желто-зеленого пигмента и пиовердином. 

Варианты бактерий  P. brassicacearum БИМ В-446 на средах 

Кинг А (1) и Кинг Б под УФ лучами (2) 

1 2 
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Характеристика кодирующих последовательностей, влияющих на  

синтез пиовердина, инактивированных встраиванием транспозона  

mini-Tn5xylE 

№  

мутантного 

штамма 

Инактивированный  

предполагаемый  

белок 

Количество  

а.о. 

Сходство с  

известными белками  

бактерий 

%  

cходства 

Регистрацион

ный номер в  

ГенБанке 

Предполагаемая  

функция 

18 MtfA  270 P. fluorescens F113 

P. brassicacearum  

BS3663 

96 

97 

AEV65161.1 

SDP91053.1 

Играет важную роль 

в регуляции системы  

транспорта глюкозы  

20 Бактериоцин- 

процессинговая  

эндопептидаза   

семейства С39 

225 P. fluorescens F113  

P. brassicacearum  

subsp. brassicacearum  

NFM421  

92 

94 

AEV63922.1 

AEA68025.1 

Расщепляет  

лидерные пептиды,  

ингибирует рост  

других видов  

бактерий 

21 

 

НАДФ-зависимая  

pедуктаза PrnF 

219 P. fluorescens F113  

P. brassicacearum  

subsp. brassicacearum  

NFM421  

90 

92 

AEV60097.1 

AEA66185.1 

Участвует в  

восстановлении  

флавина 

26 YdgA 489 P. fluorescens F113  

P. brassicacearum  

subsp. brassicacearum  

NFM421  

93 

94 

AEV60192.1 

AEA66292.1 

Функция неизвестна 

36 BvgS  456 P. fluorescens F113  

P. brassicacearum  

subsp. brassicacearum  

NFM421  

91 

93 

AEV61095.1 

AEA67171.1 

Контролирует  

экспрессию  

факторов  

вирулентности 

63 CcmE 251 P. fluorescens F113  

P. brassicacearum  

subsp. brassicacearum  

NFM421  

95 

94 

AEV61624.1 

AEA67708.1 

Участвует в сборке  

цитохрома С 

12/22 



  

• Pseudomonas  syringae БИМ B-280 
 
• Xanthomonas campestris БИМ B-634 

• Alternaria alternata F-C-1  

• Colletotrichum lupini БИМ F-397 

• Fusarium oxysporum КГ-3 

Определение антимикробной активности у мутантных вариантов   

P. brassicacearum БИМ В-446 по отношению к P. syringae (А) и F. oxysporum (Б) 

 

А 
Б 

 
 13/22 

Антагонистическая активность мутантных 

вариантов бактерий P. brassicacearum БИМ В-446 
 

 



Гистограмма результатов антимикробной активности  

транспозоновых мутантов P. brassicacearum БИМ В-446 
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mtfA- c39- prnF- ydgA- bvgS- ccmC- P. brassicacearum БИМ В-446::pvdD P. brassicacearum БИМ В-446 
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Эффективность экстракции пиовердина оценивали  
сравнением площади пиков веществ, экстрагированных из  
различных мутантных вариантов в сравнении с исходным  
штаммом.  
 

Строение молекулы пиовердина у бактерий P. brassicacearum БИМ В-446 

Типовая хроматограмма смеси пиовердинов 
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Количественное содержание пиовердинов  

в культуральной жидкости мутантных вариантов 
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У исходного штамма P. brassicacearum БИМ В-446 было обнаружено 8 форм пиовердина,  

у транспозоновых мутантов: 

mtfA- (№18)  – 6 форм;  c39- (№20) – 1 форма; prnF- (№21) – 6 форм;  ydgA- (№26) – 3 формы;  

bvgS- (№36) – 8 форм;  ccmC- (№63) – 4 формы. У варианта с направленной инактивацией  

pvdD гена отсутствовали все формы пиовердина. 
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Коллекция мутантных вариантов  

P. brassicacearum БИМ В-446 с улучшенными  

свойствами антимикробной активности 

В результате нами было отобрано шесть мутантных  

вариантов бактерий P. brassicacearum БИМ В-446  

с улучшенной антагонистической активностью в  

отношении ряда грибных и бактериальных патогенов: 

 

•P. brassicacearum S1-phlF 

•P. brassicacearum S1-lysR 

•P. brassicacearum S1-polysacc_deac 

•P. brassicacearum S1-mtfA 

•P. brassicacearum S1-ydgA 

•P. brassicacearum S1-bvgS 
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* В результате полногеномного секвенирования штамма P. brassicacearum БИМ В-446  

мы смогли установить локализацию и окружение hcn-кластера генов. 

 

* На примере направленной инактивации hcn-кластера бактерий P. brassicacearum  

БИМ В-446  разработан и оптимизирован метод безмаркерного мутагенеза, позволяющий  

направленно инактивировать гены, не внося при этом дополнительных генетических  

последовательностей. 

 

* Молекулярно-генетический и функциональный анализ hcn-кластера позволил установить  

роль влияния цианида водорода на рост и развитие различных патогенов.  

 

 

Строение hcn-кластера у бактерий Р. brassicaсearum БИМ В-446 
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Безмаркерный мутагенез бактерий  

P. brassicacearum БИМ В-446 

 

 



С использованием полимеразной  
цепной реакции hcn-кластер  
(hcnA, hcnB, hcnC) был  
амплифицирован, маркирован  
конструкцией loxP-Km-loxP  
и клонирован в состав суицидного  
вектора pK18mob, который вводили  
в клетки Р. brassicaсearum БИМ В-446  
методом конъюгации.  
 
В силу неспособности плазмиды  
pK18mob наследоваться в клетках  
бактерий Pseudomonas,  
она встраивалась в состав  
хромосомы  
за счет гомологичной рекомбинации.  
Затем, за счет наличия Cre-рекомбиназы 
в составе плазмиды pLS3063,  
которой мы предварительно  
трансформировали мутантные  
варианты, произошло удаление  
канамициновой кассеты,  
фланкированной loxP-сайтами,  
из хромосомной ДНК бактерий  
Р. brassicaсearum БИМ В-446.  
 

В результате были отобраны  
мутантные безмаркерные варианты  
бактерий Р. brassicaсearum БИМ В-446  
с инактивированным hcn-кластером. 

Схема получения безмаркерного варианта бактерий P. brassicacearum БИМ В-446  

с инактивированным hcn-кластером   
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Схема получения безмаркерного варианта бактерий  

P. brassicacearum БИМ В-446 с инактивированным  

hcn-кластером   

размер 3846 п.н. 

размер 2188 п.н. 

размер 1168 п.н. 
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Выводы: 
 

 В результате данной работы были оптимизированы методы направленного  

и транспозонового мутагенезов для отбора мутантов с измененной  

способностью к синтезу вторичных метаболитов, определяющих  

антимикробные свойства штамма P. brassicacearum БИМ В-446; 

 

 Были отобраны и охарактеризованы варианты бактерий, полученных 

в результате направленного и транспозонового мутагенезов с измененной  

способностью к синтезу пиовердина и флороглюцинола; 

 

 Была установлена ключевая роль pvd-кластера в синтезе желто-зелёного  

пигмента, влияющего на антимикробные свойства бактерий  

P. brassicacearum БИМ В-446.  

Так же были охарактеризованы новые, ранее не описанные  

генетические детерминанты, мутация в которых приводила одновременно к  

нарушению синтеза флюоресцирующих пигментов и изменению свойств  

антимикробной активности; 

 

 Был оптимизирован метод безмаркерного мутагенеза для отбора штаммов 

с улучшенными практически-важными свойствами. 
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Спасибо за внимание! 
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