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Выживание микробной популяции в неблагоприятных для роста условиях обеспечивается: (1) образо-
ванием клеток-персистеров (П), созревающих в аметаболические покоящиеся формы (ПФ); (2) защи-
той хромосомальной ДНК путем формирования биокристаллического нуклеоида (БН); (3) способно-
стью ПФ прорастать в свежей среде смешанной популяцией фенотипически различающихся диссоци-
антов, один из которых будет к ней наиболее адаптивен. Настоящее исследование решало две задачи: 
выяснить (1) как структурно организован БН в ПФ прокариот и (2) как биокристаллизация нуклеоида 
связана с фенотипической гетерогенностью популяций, вырастающих из ПФ. В работе предложена 
новая модель декристаллизации/рекристаллизации БН при нагревании/охлаждении ПФ при субле-
тальных температурах в неростовой среде, что воспроизводит динамику формирования БН в модели 
организации нуклеоида как складчатой глобулы. Электронно-микроскопический анализ структурных 
изменений БН в прогретых/охлажденных ПФ, совокупно с определением диссоциативных спектров 
вырастающих из них популяций, позволил получить следующую новую информацию. Биокристалли-
зация нуклеоида происходит в следующей последовательности: (1) начинающаяся ко-кристаллизация 
ДНК-Dps сопровождается разделением объема нуклеоида с формированием из суперскладчатой ДНК 
компактизованного нуклеоида в центральной области клетки и отходящих от него петель линейной 
ДНК; (2) ко-кристаллизация петельной ДНК-Dps сопровождается ее различной геометрической 
укладкой – тороидальной, ламеллярной, др.; (3) кристаллизация Dps-Dps, повторяющая матричную 
укладку петельной ДНК-Dps, приводила к образованию кристаллического массива Dps-Dps, что за-
вершает образование БН. Обнаружено, что нагревание ПФ (45‒70°С, 15 мин), приводящее к декри-
сталлизации петельной ДНК-Dps при сохранении структурированности компактизованного нуклео-
ида, не влияет на диссоциативный (колониально-морфологический) спектр популяции, вырастающей 
из ПФ. На изменение ее диссоциативного спектра влияет процесс рекристаллизации ДНК-Dps, при 
котором, по-видимому, происходит связывание Dps не только с прежними, но и с другими сайтами 
ДНК, также афинными для Dps, что влияет на изменение топологии ДНК и ее транскрипцию.

Ключевые слова: покоящиеся формы бактерий (ПФ), ультраструктура, биокристаллический ну-
клеоид, нагревание/охлаждение ПФ, де/рекристаллизация ДНК-Dps, фенотипическая гетероген-
ность популяций
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ПРИНЯТЫЕ СОКРАЩЕНИЯ

КН  – компактизованный нуклеоид; ЦПМ  – 
цитоплазматическая мембрана; КС – клеточная 

стенка; ВМ  – внешняя мембрана; ТС  – торои-
дальная структура; ЛМ – ламеллярные структуры; 
МО – многослойная оболочка ПФ II типа; ПМУ – 
примембранная укладка ДНК-Dps; ПУ – плотная 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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упаковка ДНК-Dps; МПС ‒ мембраноподобная 
структура; ПП – периплазматическое пространство; 
Н – нить ДНК-Dps; Dps – электронная плотность 
Dps-Dps (Krupyanskii et al., 2018).

Организация хромосомальной ДНК в  клетке 
осуществляется за  счет ее  взаимодействия с  ну-
клеоид-ассоциированными белками (Nucleoid 
Associated Proteins, NAPs), которые контролируют 
структурное топологическое состояние бактериаль-
ной ДНК и действуют как глобальные транскрип-
ционные регуляторы (Azam et al., 1999).

В условиях, неблагоприятных для роста, при 
переходе микробных культур в стационарную фазу 
основным NAPs является Dps (DNA-binding protein 
from starved cells), принадлежащий семейству фер-
ритинов (Azam et al., 1999; Frenkel-Krispin et al., 
2004; Orban et al., 2022). Его экспрессия также вклю-
чена в клеточные ответы на различные стрессорные 
воздействия (Karas et al., 2015). Синтезируясь в виде 
мономеров (М = 19 кДа), Dps самосборкой органи-
зуется в додекамеры (Grant et al., 1998), в форме 
которых он проявляет свою полифункциональную 
активность, обусловленную их  способностью к: 
(1) образованию комплексов с ДНК, так называе-
мой ко-кристаллизации ДНК-Dps, что обусловли-
вает компактизацию ДНК и обратимую супрессию 
транскрипционной активности и (2) самосборке 
Dps-Dps в упорядоченную кристаллическую струк-
туру. Совокупно это приводит к образованию био-
кристаллического нуклеоида (БН) (Frenkel-Krispin 
et al., 2004). На микрофотографиях БН визуализи-
руется как тороидальная или ламеллярная укладка 
ко-кристаллизованной ДНК-Dps и как тонко па-
кетированные слои Dps-Dps, собранные в единую 
кристаллическую структуру. Модели укладки ДНК 
в  кристаллической решетке Dps дискутируются 
в статье (Dadinova et al., 2019).

Ферроксидазная активность, обусловленная 
способностью Dps связывать и окислять ионы Fe2+ 
в межсубъединичном центре додекамера, обеспечи-
вает антиоксидантную защиту ДНК от гидроксиль-
ных радикалов. Накопление в полости сферы доде-
камера окисленного железа (не менее 50% от воз-
можного), стабилизирует структуру додекамера 
(Antipov et al., 2017). В клетках культур стационар-
ной фазы концентрация ионов железа меньше, чем 
в экспоненциальных, тогда как число молекул Dps 
в 15‒30 раз больше. Поэтому додекамерная органи-
зация Dps относительно нестабильна, что обеспечи-
вает обратимость как самосборки додекамеров, так 
и их связывания с ДНК и, следовательно, возмож-
ность декристаллизации Dps-ДНК и реверсии ДНК 
к транскрипционной активности.

Афинность ДНК для Dps в значительной степе-
ни зависит от  буферных условий. Концентрация 
бивалентных ионов, действующая как триггер для 
образования комплексов ДНК-Dps, обусловливает 

обратимость процесса. При этом, как показа-
но in vitro, связывание ДНК с Dps характеризуется 
ее резким коллапсом – компактизацией, с последую
щей реверсией от напряженного сжатого состояния 
к исходному (Vtyurina et al., 2016). Это явление гисте-
резиса, по-видимому, имеет место in cellulo в клетках 
бактерий. При достижении критических значений 
концентраций Dps, Fe2+ и Mg2+, что на модели E. coli 
соответствует 48‒72 ч стационарной фазы, в клетке 
завершается процесс ко-кристаллизации Dps-ДНК 
и Dps-Dps в единый БН c сохранением способности 
хромосомальной ДНК вернуться в исходное струк-
турное и функциональное состояние, когда бактери-
альные клетки вновь окажутся в условиях, благопри-
ятствующих росту, что предложено рассматривать 
как длительно живущий кооперативный гистерезис 
(Abbon dan Zeieri et al., 2014; Karas et al., 2015).

Таким образом, образование БН обеспечивает: 
(1) защиту нуклеоида от действия внутриклеточных 
гидралаз в условиях снижения метаболической ак-
тивности клетки; (2) антиоксидантную и стрессопро-
текторную защиту нуклеоида за счет ферроксидазной 
активности Dps; (3) уникальное эпигенетическое со-
стояние ДНК, приводящее к обратимому ингиби-
рованию ее транскрипционной активности.

Отметим, что при переходе периодических куль-
тур бактерий в стационарную фазу роста в клетках 
малочисленной субпопуляции (около 1%) происхо-
дит еще одно молекулярно-генетическое событие – 
цитодифференцировка, в результате которой орди-
нарные клетки приобретают свойства персистеров 
(П): (1) выживающих в присутствии летальных доз 
антибиотиков – антибиотикотолерантных; (2) устой-
чивых к автолизу, (3) медленно или не делящихся, 
(4) с резко сниженной метаболической активностью 
(дормантных); (5) при пересеве в свежую среду вос-
производящих родительскую популяцию (Van den 
Bergh, 2016; Balaban et al., 2019). В фазе отмирания 
стареющей культуры ординарные клетки автолизи-
руются, а устойчивые к автолизу П, согласно нашей 
гипотезе, созревают в цистоподобные покоящиеся 
клетки (ЦПК) (Лойко и соавт., 2015; Мулюкин и со-
авт., 2015; Николаев и соавт., 2020), что было под-
тверждено при анализе транскриптов вегетатаивных 
клеток и ПФ E. сoli ( Николаев и соавт., 2023).

Важной характеристикой ЦПК является суще-
ственное расширение диссоциативного спектра 
вырастающих из них популяций по колониально-
морфологическим и  физиолого-биохимическим 
признакам (Эль-Регистан и соавт., 2006; Кряжев-
ских и соавт., 2013; Мулюкин и соавт., 2014, 2015), 
тогда как персистеры, как предшественники ци-
стоподобных ПФ, прорастают в свежей среде как 
популяция доминантного родительского феноти-
па, что показано в многочисленных исследовани-
ях (Van den Bergh et al., 2016; Balaban et al., 2019). 
Наиболее вероятным объяснением этого свойства 
ЦПК могут быть различия в ко-кристаллизации 
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ДНК-Dps в разных ПФ в процессе их созревания, 
что будет влиять на транскрипционный профиль 
ДНК в прорастающих ПФ. В этом случае искус-
ственно вызванные локальные изменения в струк-
туре БН в ПФ приведут к изменениям в фенотипи-
ческом профиле вырастающей из ПФ популяции, 
что может быть вызвано, например, нагреванием/
охлаждением, обеспечивающим декристаллизацию/
рекристаллизацию БН. Напомним, что нагревание 
ПФ бацилл (эндоспор) широко известно в спороло-
гии как прием их активации перед прорастанием. 
Этап активации обратим: если в среде отсутствуют 
источники питания, активированные споры возвра-
щаются в анабиотическое состояние с сохранением 
потенции к прорастанию.

Целью настоящего исследования было: с  ис-
пользованием модели нагревания/охлаждения ПФ, 
воспроизводящей декристаллизацию/рекристал-
лизацию биокристаллического нуклеоида (БН), 
определить (1) структуру и  этапность образова-
ния БН и (2) связь между этапностью образования 
БН и изменением диссоциативного фенотипиче-
ского спектра популяций, вырастающих из ПФ.

Отметим, что реализация диссоциативной фено-
типической гетерогенности микробной популяции 
отражает ее чрезвычайно высокий адаптивный по-
тенциал, а у патогенных бактерий – связана с реа-
лизацией их вирулентности и патогенности.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ  
ИССЛЕДОВАНИЯ

Объекты исследования. В работе использовали 
бактерии Escherichia coli К-12 (ВКМ РАН, РФ), 
Rhodococcus erythropolis 3С-3а и  Pseudomonas ex-
tremaustralis F 2 (коллекция углеводородокисля-
ющих бактерий ИНМИ РАН). ПФ получали при 
культивировании бактерий в  жидкой среде LB 
в колбах объемом 750 мл с 300 мл среды при пере-
мешивании на орбитальной качалке (120 об./мин) 
при температуре 28°С в течение 5 сут с последую-
щим инкубированием в статическом режиме в тече-
ние 1‒3 мес. при температуре 20‒22°С.

Численность жизнеспособных клеток в культу-
рах бактерий определяли путем высева аликвот 
их десятичных разведений на плотную среду LB 
(1.5% агара). Чашки инкубировали в течение 3 сут 
при 28°С, определяли число КОЕ/мл.

Диссоциативный спектр популяций, вырастающих 
из ПФ на плотных средах, определяли по удельной 
доле (%) колоний доминантного типа и колоний 
минорных альтернативных фенотипов (суммарно) 
на основании их колониально-морфологических 
признаков.

Термообработка ПФ  бактерий осуществлялась 
прогреванием аликвоты (1.5 мл) суспензии ПФ в эп-
пендорфах (2 мл) в 10 повторностях на термошейкере 

(TS 100, “Biosan”, Латвия) в течение 15 мин при тем-
пературах 50‒70°С с последующим: (а) резким охлаж-
дением, помещая образцы в колотый лед на 5‒7 мин; 
(б) медленным охлаждением при комнатной темпе-
ратуре в течение 25‒30 мин или (в) без охлаждения, 
сразу фиксируя прогретые клетки глутаральдегидом 
(1.5%). В образцах определяли численность жизне-
способных ПФ (КОЕ/мл) и ультраструктурную ор-
ганизацию ПФ электронно-микроскопически.

Электронно-микроскопические исследования. 
Суспензии ПФ центрифугировали (5000 g, 15 мин). 
Осажденные клетки фиксировали в 1.5% растворе 
глутарового альдегида в 0.05 М какодилатном бу-
фере (рН 7.2) при 4°С в течение 1 ч, трижды отмы-
вали в том же буфере и дофиксировали в 1% рас-
творе ОsO4 в 0.05 М какодилатном буфере (рН 7.2) 
в течение 3 ч при 20°С. После обезвоживания в се-
рии спиртов и ацетоне материал заключали в эпок-
сидную смолу Epon 812. Ультратонкие срезы (Ми-
кротом LKB-III, “LKB”, Швеция) монтировали 
на опорные сеточки, контрастировали в течение 
30 мин 3% раствором уранилацетата в 70% спирте 
и дополнительно контрастировали цитратом свин-
ца по Рейнольдcу. Срезы просматривали в элек-
тронном микроскопе JEM-100B (“JEOL”, Япония) 
при ускоряющем напряжении 80 кВ (с использова-
нием оборудования ЦКП “Коллекция UNIQEM” 
ФИЦ Биотехнологии РАН).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Основным объектом электронно-микроскопи-
ческих исследований были ПФ  бактерии E. coli 
К-12 (хранение 3 мес.), как принятая модель изуче-
ния биокристаллического нуклеоида. Выявленные 
закономерности верифицировали на ПФ бактерий 
P. extremaustralis и R. erythropolis (хранение 3 мес.).

Структурная организация биокристаллическо-
го нуклеоида в покоящихся формах бактерий. По-
коящиеся формы E. coli были представлены двумя 
морфотипами, различающимися толщиной клеточ-
ной оболочки: утолщенной (I тип) (рис. 1а) и тол-
стой многослойной (II тип) (рис. 1б; рис. 1Sa, 1Sб), 
что было отмечено ранее для ПФ других неспоро-
образующих бактерий (Suzina et al., 2006). На фоне 
электронно-плотного массива Dps-Dps хорошо 
выявлялись области упорядоченной укладки ко-
кристаллизованной ДНК-Dps или повторяющей 
ее укладку Dps-Dps тороидального (рис. 1в, 1г) или 
ламеллярного (рис. 1б; рис. 1Sa, 1Sб) типов, много-
кратно описанные ранее, а также центрально рас-
положенная зона низкой электронной плотности 
с компактизованным нуклеоидом (КН), образован-
ным жидкокристаллической ДНК (рис. 1а, 1б).

Покоящиеся формы P. extremaustralis (3 мес.) 
двух морфотипов (I и II), различались толщиной 
клеточной оболочки (рис. 2а, 2б). Выявляются: 
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Рис. 2. Тонкие срезы интактных ПФ P. extremaustralis (3 мес.): а – ПФ I типа; б – ПФ II типа. Видны: ламеллярная 
укладка ДНК-Dps и/или Dps-Dps (в, г); тороидальная укладка ДНК-Dps (г). Масштабная метка – 0.2 мкм.

Рис. 1. Тонкие срезы интактных ПФ E. coli (3 мес.): а – ПФ I типа тонкостенная; б – ПФ II типа многослойная. 
Видны: область компактизованного нуклеоида (а, б, е); многослойная оболочка ПФ II типа (б); ламеллярная уклад-
ка ДНК-Dps и/или Dps-Dps (г); тороидальная укладка ДНК-Dps и/или Dps-Dps (в). Масштабная метка – 0.2 мкм.
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области укладки ко-кристаллизованной ДНК-
Dps тороидального (рис. 2г; 2Sв) или ламеллярно-
го (рис. 2в; рис. 2Sа‒2Sв); тонко-пакетированная 
укладка, характерная для Dps-Dps (рис. 2в). Мас-
штабная метка – 0.2 мкм.

Покоящиеся формы R. erythropolis (3 мес.) также 
различались толщиной клеточной оболочки: I типа 
(рис. 3а, 3б, 3г) и II типа (рис. 3в, 3г). Виден КН, 
представленный жидкокристаллическими структу-
рами изотропного (рис. 3а, 3б; рис. 3Sа, 3Sб), нити 

линейной ДНК-Dps, образующие многослойную 
укладку и петлю (рис. 3в), а также тороидальные 
структуры (рис. 3г). В ПФ родококка были выявле-
ны ранее не обнаруживаемые мембраноподобные 
линейные структуры (рис. 3б, 3в). Встречаемость 
таких структур во многих ПФ не позволяет считать 
их артефактом.

Структура биокристаллического нуклеоида при 
нагревании покоящихся форм бактерий. Нагрева-
ние ПФ E. coli при 50, 55, 65°С в течение 15 мин 

Рис. 3. Тонкие срезы интактных ПФ R. erythropolis (3 мес.): а, б – ПФ I типа; в – ПФ II типа. Видны: компактизо-
ванный нуклеоид (а, б); жидкокристаллическая структура ДНК компактизованного нуклеоида изотропного типа (б); 
мембраноподобные линейные структуры (б); многослойная укладка и петля линейной ДНК-Dps (в). Масштабная 
метка – 0.2 мкм.
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с моментальной фиксацией (внесением глутараль-
дегида) (рис. 4‒6) демонстрирует картину неравно-
мерного плавления БН.

Видны области остаточной кристаллической 
укладки ДНК-Dps и/или Dps-Dps (рис. 4а; рис. 
4Sа; рис. 5Sа, 5Sб; рис. 6б; рис. 6Sа); сохраняю-
щий свою структуру компактизованный нуклеоид 
(рис. 4а); обломки кристаллитов Dps-Dps (рис. 4Sа; 
рис. 6Sа). Хорошо сохраняющиеся области торои-
дальной укладки ДНК-Dps с отходящими от то-
роида нитями ДНК-Dps, что визуализируется 
впервые (рис. 5а, 5б).

Нагревание ПФ E. coli при 55 и 65°С в течение 
15 мин с последующим резким охлаждением (лед) 
(рис. 7, 8; рис. 7S, 8S) выявило интересный фено-
мен увеличения периплазматического пространства 
(рис. 7а; рис. 8Sб, 8Sв), характерный для плазмоли-
за, как известно, имеющего место при дегидратации 
клетки, но в данном случае являющегося признаком 
ее витрификации.

Сжатие протопласта наблюдалось в большей сте-
пени на одном из полюсов, несимметрично (рис. 7а; 
рис. 8Sб, 8Sв). Очень хорошо визуализируется 
жидкокристаллическая структура компактизован-
ного нуклеоида, располагающегося в центре клет-
ки и окруженного сохранившимися участками ко-
кристаллизованной ДНК-Dps и Dps-Dps (рис. 7 в; 
рис. 7S а, б).

Нагревание ПФ E. coli при 55°С с последую-
щим медленным охлаждением при комнатной 
температуре демонстрирует в  большей степени 
восстановление структурированности БН: обра-
зование тороидальных структур (рис. 9а, 9б, рис. 
9Sб); увеличение зон плотной укладки структур-
ных элементов БН (рис. 9а, рис. 9Sа).

Нагревание ПФ  R. erythropolis при 60 и 70°С 
с  последующим резким охлаждением (рис. 10, 
рис. 11) выявило такие же, как и для ПФ E. coli 

Рис. 4. Тонкие срезы ПФ E. coli, нагретых до 50°С, мо-
ментальная фиксация. Видны: расплав биокристал-
лического нуклеоида (БН); жидкокристаллическая 
структура компактизованного нуклеоида изотропного 
типа. Масштабная метка – 0.2 мкм.

Рис. 5. Тонкие срезы ПФ E. coli, нагретых до 55°С, 
моментальная фиксация: плавление тороидальной 
структуры в  ПФ I  типа. Видны: сохранившие био-
кристаллическую структуру тороиды и  нити ДНК-
Dps. Увеличение – отходящая от тороида нить ДНК-
Dps (б). Масштабная метка – 0.2 мкм.
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закономерности восстановления структуры рас-
плавленного БН: рекристаллизацию нитей ДНК-
Dps (рис. 10а, 10б); жидкокристаллическую струк-
туру компактизованного нуклеоида изотропного 
(рис. 10б, 10в; рис. 11а) и холестерического типа 
(рис. 10г; рис. 10Sб). По-видимому, при кристал-
лизации суперскладчатой ДНК компактизованного 
нуклеоида сохраняется свойственная ей спирале-
видная, тороидальная плектонемическая укладка 
тяжей ДНК (Willenbrock et al., 2004).

Нагревание ПФ  R. erythropolis при 60 и 70°С 
с последующим медленным охлаждением (рис. 12, 
рис. 13) более наглядно демонстрирует процесс 
восстановления кристаллической структуры БН, 
сформированной участками ДНК-Dps с  торои-
дальной (рис. 12а) или петлеобразной укладкой 
нитей ДНК-Dps (рис. 12б; 13а). Выявляются от-
меченные ранее мембраноподобные структуры 
(рис. 12Sв).

Нагревание ПФ P. extremaustralis при 60°C c по-
следующим быстрым или медленным охлаждением 
выявило их низкую термостойкость. Встречаются 
интактные ПФ I (рис. 14б) и II типов (рис. 14а) 
у этого штамма. Плавление БН приводило к ви-
зуализации тяжей компактизованного нуклеоида 
(рис. 14в; рис. 14Sб) вследствие плавления ДНК-
Dps и Dps-Dps, сплетения, клубки из сохранив-
шихся нитей ДНК-Dps (рис. 14г, 14д; рис. 14Sв, 
14Sд, 14Sе), в том числе “омембраненные” нитями 
ДНК-Dps (рис. 14г,14д), что свидетельствует о та-
кой важной стрессопротекторной функции Dps, 
как защита ДНК от деструкции внутриклеточны-
ми нуклеазами.

Таким образом, при нагревании ПФ бактерий 
и плавлении БН наиболее долго сохраняются ком-
пактизованный нуклеоид, образованный неравно-
мерно толстыми тяжами жидкокристаллической 

Рис. 6. Тонкие срезы ПФ E. coli, нагретых до 65°С, 
моментальная фиксация: клетка с  расплавленным 
БН. Видны отдельные островки плотной укладки БН 
(а, б, в); нити ДНК-Dps (б); фрагменты расплавлена 
БН Dps-Dps (б, в, г). Масштабная метка – 0.2 мкм.

Рис. 7. Тонкие срезы ПФ E. coli, нагретых до 55°С, быстрое охлаждение. Видны: расширенное периплазматическое 
пространство в прогретых ПФ (а); нить линейной ДНК-Dps (б); жидкокристаллическая структура ДНК биокристал-
лического нуклеоида холестерического типа. Масштабная метка – 0.2 мкм.
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суперскладчатой ДНК и располагающийся в цен-
тральной области клетки с  низкой электронной 
плотностью, а также неравномерно расположенные 
зоны сохранившейся кристаллической укладки БН, 
что свидетельствует о гетерогенности структуры БН. 
Наименее устойчив к нагреванию кристаллический 
массив Dps-Dps. При всех режимах нагревания фик-
сируется гетерогенность популяций ПФ по их откли-
ку на нагревание, что отражает гетерогенность тер-
морезистентности субпопуляции ПФ.

Изменения диссоциативной фенотипической гете-
рогенности популяций, вырастающих из прогретых/
охлажденных покоящихся форм E. coli. Фенотипи-
ческую гетерогенность вырастающих на плотной 
среде из ПФ популяций оценивали по колониаль-
но-морфологическим признакам. В 1 сут культуре 
E. coli, перешедшей в стационарную фазу роста 
(3 × 109 КОЕ/мл), все клетки, в том числе и пер-
систеры (П), прорастали на свежей среде как до-
минантный фенотип, что соответствует литера-
турным данным (Balaban et al., 2019). Через 2 мес. 
инкубации жизнеспособность сохраняли око-
ло 1‒3% клеток П, из которых в виде альтерна-
тивных фенотипов вырастали уже более 40%. При 
посеве ПФ (2 мес.) сразу после их  прогревания 
(50–70°С, 15 мин) без последующего остывания 
численность выросших КОЕ снижалась при воз-
растании температуры прогрева, что свидетель-
ствует о гетерогенности популяций ПФ по при-
знаку терморезистентности и/или глубине покоя. 
При этом диссоциативный спектр вырастающих 

популяций незначительно менялся относительно 
контроля (табл. 1), то есть декристаллизация ДНК-
Dps не влияла на фенотип прорастающих ПФ.

В отличие от этого, при посеве ПФ, прогретых 
и затем резко или постепенно охлажденных (табл. 2, 
3), соотношение диссоциантов доминантного и аль-
тернативных фенотипов достоверно изменялось, 

Рис. 8. Тонкие срезы ПФ E. coli, нагретых до 65°С, 
быстрое охлаждение: а‒е – плазмолиз протопласта 
и плавление БН. Видно: увеличение периплазмати-
ческого пространства (а, б); обрывки укладки Dps-
Dps в периплазматическом пространстве (б); остатки 
плотной укладки биокристалла (а). Масштабная мет-
ка – 0.2 мкм.

Рис. 9. Нагрев ПФ E. coli, нагретых до 55°С, медлен-
ное охлаждение: а, б – плазмолиз, начало рекристал-
лизации БН. В охлажденных ПФ видны: уплотненные 
участки БН (а); образование тороидов (а, б). Мас-
штабная метка – 0.2 мкм.
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особенно при резком охлаждении (табл. 2), что 
можно объяснить изменением сайтов взаимодей-
ствия ДНК с Dps, и следовательно, топологии ДНК 
(и затем РНК) при рекристаллизации ДНК-Dps 
в процессе остывания прогретых ПФ. Приведенные 
результаты были подтверждены в экспериментах 
с нагреванием-охлаждением ПФ родококка и псев-
домонады (данные не приводятся).

ОБСУЖДЕНИЕ

Какими свойствами обладают нуклеоид и цито-
плазма бактериальной клетки? Анализ литературы 
в  области биофизики цитоплазмы бактериаль-
ной клетки и организации нуклеоида совокупно 

Рис. 10. Тонкие срезы ПФ R. erythropolis, нагретых до 
60°C, быстрое охлаждение: а‒г – компактизованный 
нуклеоид. Видны: области сохранившей структуру 
жидкокристаллической ДНК холестерического (в, г) 
и изотропного типа компактизованного нуклеоида 
(б); укладка нитей ДНК-Dps (а, б), в том числе торо-
идального типа (б). Масштабная метка – 0.2 мкм.

Рис. 11. Тонкие срезы ПФ R. erythropolis, нагретых 
до 50°C, быстрое охлаждение: а – клетка с достаточно 
хорошо сохранившимся БН. Видны: жидкокристал-
лическая ДНК сохранившего структуру компактизо-
ванного нуклеоида. Масштабная метка – 0.2 мкм.
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с результатами наших исследований ЦПК бакте-
рий и данными, полученными в настоящей работе 
в модели нагревания/охлаждения ПФ, позволяют 
предложить следующую модель организации БН 
и связанные с этим проявления фенотипической 
гетерогенности популяций, вырастающих из ПФ.

Бактериальная цитоплазма, в которой распо-
ложен нуклеоид, проявляет свойства, характерные 
для стеклообразующих коллоидных растворов. 
В стационарных клетках она изменяется от более 
жидкообразного к более твердообразному состоя
нию вследствие: (1) снижения метаболической 
активности клетки; (2) снижения количества сво-
бодной воды (Aw); (3) увеличения размеров и ко-
личества внутриклеточных компонентов (Parry 
et al., 2014). В силу изменения структурной орга-
низации цитоплазматической мембраны и изме-
нения транспортных потоков ионов (Mg2+, Ca2+, 
Fe2+ в клетку, а K+, Na+ из клетки) (Minsky et. al, 
2002) в клетках снижается уровень свободной воды 
(Aw). Это приводит к увеличению концентрации 
внутриклеточного “раствора”; собиранию (макро)
молекул в более крупные образования, в том числе 
к образованию рибосом 100S (Mourão et al, 2014), 
и  влияет на  самосборку додекамеров Dps и  ко-
кристаллизацию ДНК-Dps. При этом в уплотня-
ющемся коллоидном растворе менее крупные ча-
стицы могут быть подвижны, а более крупные – 
демонстрируют “стеклообразную” динамику 
(Zaccarelli et al., 2005).

Нуклеоид прокариотной клетки включает хро-
мосомальную ДНК (около 60%), а также ассоции-
рованные с ней белки (NAPs), РНК и (не)прочно 
связанные липиды, которые, в зависимости от ка-
чественного и количественного состава, влияют 
на топологию и, потому, транскрипционную ак-
тивность ДНК (Azam et al., 1999; Albi et al., 2004). 
В бактериальной клетке хромосомальная ДНК ком-
пактизована более чем в 1000 раз, поэтому нуклеоид 
обладает многоуровневой, иерархической структур-
ной организацией (Dame et al., 2020). В клетке E. coli 
хромосома организована в 6 макродоменов (Postow 
et al., 2004; Espeli et al., 2008), в которых обеспече-
на доступность к отдельным хромосомальным об-
ластям для взаимодействия с NAPs в аффинных для 
них сайтах. Это приводит к топологическим огра-
ничениям нити ДНК и образованию складок, затем 
складок из складок и т.д., что формирует легко рас-
крываемую суперскладчатую “глобулу” с отходящи-
ми от нее петлями суперспирализованной линейной 
ДНК (Grosberg et al., 1988), которая располагается 
диффузно в объеме цитоплазмы.

Что происходит с нуклеоидом ординарных кле-
ток в динамике стационарной фазы? Очевидно, что 
различающаяся плотность ко-кристаллизованных 
с Dps участков суперспирализованной линейной 
и  суперскладчастой ДНК будет обусловливать 
их различную пространственную реорганизацию 
с образованием зон суперскладчастой ДНК-Dps 
и петель, сформированных линейной ДНК-Dps, 
обладающих разной подвижностью, с  конден-
сацией более неподвижных участков хромосомы 
в центральной области клетки (Perry et al., 2014), 
что и  будет образовывать компактизованный 

Рис. 12. Тонкие срезы ПФ R. erythropolis, нагретых до 
60°C, медленное охлаждение. Видны: а, б – компак-
тизованный нуклеоид, практически восстановивший 
свою структуру БН (а, б); тороидальные структуры 
ДНК-Dps (а); петля нити линейной ДНК-Dps (б). 
Масштабная метка – 0.2 мкм.
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нуклеоид (рис. 1а, 2а, 3а, 3б). Суперскладчатая 
структура компактизованного нуклеоида будет 
препятствовать дальнейшему взаимодействию 
ДНК с Dps, что подтверждено элементным ана-
лизом (наличием фосфора при крайне низкой 
концентрации серы) (Krupyanskii, 2023). Про-
должающаяся ко-кристаллизация линейной ДНК 
с Dps и Dps-Dps будет вытеснять малые молеку-
лы в центральную область клетки с очень низким 
значением Aw с образованием там своеобразного 
“криопега”. Это приведет к переходу ДНК ком-
пактизованного нуклеоида в жидкокристалличе-
ское состояние холестерического (рис. 10г, 10Sб) 
или изотропного (рис. 3Sа, 7в, 10б, 10в) типов.

Ко-кристаллизация суперспирализованной 
линейной ДНК-Dps, располагающейся в  виде 
петель в  объеме цитоплазмы, может осущест-
вляться согласно теоретическим моделям, пред-
ложенным на основании электронных микрофото-
графий БН в голодающих клетках бактерии E. coli 
(Dadinova et al., 2019). Согласно модели (Dadinova 
et al., 2019), додекамеры Dps формируют различно 
ориентированные кристаллиты, которые компле-
ментарно со своей нативной структурой огибает 
ДНК. Последующая ко-кристаллизация Dps-Dps 
будет повторять эту первичную матричную укладку 
ДНК-Dps, образуя кристаллический массив Dps-
Dps, на срезах которого визуализируется торои-
дальная (рис. 2д), ламеллярная (рис. 2в) или иная 
(рис. 1в, 1г) укладка додекамеров Dps.

Так как хромосомальная ДНК гетерогенна 
по своей первичной структуре и составу адьюван-
тов (NAPs, липидов, РНК), ее ко-кристаллизация 
с Dps должна быть различна на разных участках 
ДНК. Поэтому, на наш взгляд, в клетках in cellulo 

кристаллическая структура ДНК-Dps вряд ли воз-
можна, и методы Х-лучевой дифракции выявля-
ют кристаллическую структуру только Dps-Dps, 
а структура ДНК-Dps не фиксируется (Krupyanskii 
et al., 2018).

При снижении в клетке метаболической актив-
ности и Аw скорость движения компонентов ци-
топлазмы замедляется и прекратится, когда кон-
центрация молекул превысит 400 г/л. Происходит 
стеклование – витрификация цитоплазмы как кри-
тическое повышение ее вязкости (Perry et al., 2014), 
сопровождающееся обратимым прекращением 
клеточного метаболизма (анабиоз) с приобретением 
клеткой устойчивости к стрессорным воздействиям. 
Витрифицированная цитоплазма сохраняет (консер-
вирует) внутриклеточную архитектуру клетки, пере-
шедшей в состояние анабиоза, в том числе - структу-
ру биокристаллизованного нуклеоида (БН). Важным 
свойством процессов, приводящих к образованию 
БН, является их обратимость, как отмечено выше, 
обусловленная относительной нестабильностью до-
декамерной организации Dps (Antipov et al., 2017), 
что обеспечивает реверсию стационарных и поко-
ящихся клеток, содержащих БН, к росту в свежей 
среде.

В отсутствие благоприятных для роста условий 
судьба клеток поздней стационарной фазы раз-
лична. Ординарные стационарные клетки (~99%) 
автолизируются. В  клетках немногочисленной 
субпопуляции устойчивых к  автолизу персисте-
ров на протяжении длительного периода (~1 мес.) 
их созревания в ПФ могут продолжаться обрати-
мые процессы локальной кристаллизации–декри-
сталлизации линейной ДНК-Dps с возможным из-
менением сайтов взаимодействия Dps с ДНК, что 

Рис. 13. Тонкие срезы ПФ R. erythropolis, нагретых до 70°C, быстрое охлаждение: а, б – восстановление БН. Видны: 
образование и укладка нитей линейной ДНК-Dps (а); сохранившаяся укладка тяжей суперспирализованной ДНК 
компактизованного нуклеоида холестерического типа (б). Масштабная метка – 0.2 мкм.
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отразится на ко-кристаллизации и укладке нитей 
ДНК-Dps. Этот процесс возможен только при на-
личии свободной воды в клетке и будет прекращен 
вследствие витрификации цитоплазмы, которая за-
фиксирует последние взаимодействия ДНК с Dps 
в созревших из клеток-персистеров анабиотиче-
ских ПФ.

Полученные данные о  динамике декристал-
лизации/рекристаллизации БН при нагревании/
охлаждении ПФ  модельных бактерий, совокуп-
но с анализом информации в области биофизики 
цитоплазмы, позволяют предложить следующую 
последовательность событий биокристаллизации 
нуклеоида в стационарных клетках и персистерах 
бактерий.

(1) На  начальном этапе интенсивный синтез 
Dps и комплексообразование ДНК с Dps приво-
дят к образованию дополнительных складок и су-
перскладчатых участков ДНК, которые, как более 
плотные, обладающие меньшей подвижностью 
и меньшей долей сайтов, открытых для Dps, бу-
дут концентрироваться в  центральной области 
клетки, образуя компактизованный нуклеоид 
с отходящими от него петлями линейной ДНК. 
Происходит разделение объема нуклеоида. В цен-
тральной области клетки формируется компакти-
зованный нуклеоид, имеющий в сечении вид то-
роидально или параллельно уложенных тяжей су-
перскладчатой ДНК разной толщины (рис. 7в, 7Sа, 
10б‒10г), что наблюдается в ЦПК бактерий, эндо-
спорах бацилл и ПФ других типов, а также в ПФ 
in situ в вечномерзлых почвах (1‒3 млн. лет) (Soina 
et al., 2004; Suzina et al., 2006; Лойко и соавт., 2017). 
Ко-кристаллизация петельной линейной ДНК-
Dps и на ее скелете – Dps-Dps выдавливает мелкие 
молекулы в центральную область клетки, вслед-
ствие чего в ней резко снижается Aw, что индуци-
рует переход ДНК компактизованного нуклеоида 
в жидкокристаллическое состояние. (2). На вто-
ром этапе продолжающаяся ко-кристаллизация 
Dps с  петельной линейной ДНК обусловливает 
ее  компактизацию в  объеме цитоплазмы в  виде 
тороидально или параллельно уложенных нитей 
ДНК-Dps (рис. 2в, 2г, 2Sа, 3б), что многократно 
демонстрировалось ранее (Frenkel-Krispin, 2001). 
(3). На третьем этапе происходят кристаллизация 
Dps-Dps, повторяющая матричную укладку петель-
ной линейной ДНК-Dps, а также многослойная 
укладка Dps-Dps, заполняющая периферический 
объем цитоплазмы.

Такая структурная организация свойственна 
БН как стареющих стационарных (48‒72 ч), так 
и покоящихся клеток бактерий (1 мес.–миллионы 
лет), которые, однако, существенно различаются 
степенью фенотипической гетерогенности по-
пуляций, вырастающих при их посеве на свежую 
среду (Кряжевских и соавт., 2013; Мулюкин и со-
авт., 2014). Так как молекулярно-генетические 
события в уже сформированном БН невозмож-
ны, отмеченные различия могут быть следствием 
только физико-химических процессов, связанных 
с  протекающей ко-кристаллизацией ДНК-Dps, 
при этом, по-видимому, суперспирализованной 
линейной ДНК-Dps, так как структура компакти-
зованного нуклеоида первична и очень устойчива, 
в наших экспериментах при нагревании/охлажде-
нии ПФ она не менялась.

Влияние биокристаллизации нуклеоида на прояв-
ление фенотипической гетерогенности популяции, вы-
растающей из ПФ. Недавние исследования обнару-
жили, что функциональная активность Dps не огра-
ничивается его участием в  обратимой супрессии 
транскрипционной функции ДНК, Dps также 

Рис. 14. Тонкие срезы ПФ P. extremaustralis, нагретых до 
60°С, медленное охлаждение (а‒д). Видны: сохранив-
шие интактность ПФ II типа (а) и I типа (б) с включени-
ями поли-β-оксимасляной кислоты (ПОМК) (б); нити 
ДНК потерявшего структурированность компактного 
нуклеоида (в); самосборка нитей ДНК-Dps в “торои-
дальные” структуры (г, д). Масштабная метка – 0.2 мкм.
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влияет на ее транскрипционный профиль (Antipov 
et al., 2017). Распределение Dps на хромосомальной 
ДНК имеет неслучайный характер. В E. coli регио-
ны его связывания с ДНК перекрываются сайтами, 
занятыми другими NAPs, что может влиять на свя-
зывание Dps с ДНК, а с другой стороны, Dps может 
вмешиваться в транскрипционную регуляцию дру-
гих NAPs (Melekhov et al., 2015).

Если специфичность связывания ДНК с  Dps 
и другими NAPs влияет на реализацию определенной 
транскрипционной программы ДНК в прорастаю-
щих ПФ, то нарушения этой сайт-специфичности 
ДНК-NAPs, вызванные нагреванием/охлаждением 

ПФ, будут влиять на изменения транскрипцион-
ного профиля (фенотип) в популяции прорастаю-
щих ПФ. В настоящем исследовании было показа-
но, что собственно нагревание ПФ E. coli (45‒60°С, 
15 мин) без последующего остывания, приводящее 
к декристаллизации петельной линейной ДНК-Dps 
при сохранении структурированности компактизо-
ванного нуклеоида (рис. 4, 5, 6), не влияло на дис-
социативный спектр популяции прорастающих ПФ 
(табл. 1). Однако последующее охлаждение прогре-
тых ПФ, при котором происходила рекристалли-
зация петельной линейной ДНК-Dps, достоверно 
изменяло степень фенотипической гетерогенности 

Таблица 1. Соотношение доли (%) диссоциантов доминантного (S) и  суммарно минорных (Sm + SCV) 
фенотипов в популяциях, выросших из прогретых ПФ E. coli (2 мес. хранения) без остывания

Температура 
прогрева, °С

Общее число, 
КОЕ/мл

Численность диссоциантов, КОЕ/мл Доля диссоциантов, %
S Sm SCV S Sm + SCV

Контроль* 4.1 × 106 2.6 × 106 1.4 × 106 1 × 105 63 37
45 3.8 × 106 2.2 × 106 1.5 × 106 1.1 × 106 58 42
50 2.3 × 106 1.4 × 106 0.9 × 106 61 39
55 2 × 104 1.1 × 104 0.9 × 104 55 45
60 2.5 × 104 1.65 × 104 0.85 × 104 67 42
65 2 × 102 1 × 102 1 × 102 50 50
70 2 × 102 1 × 102 1 × 102 50 50

*Численность и доли диссоциантов в вариантах без прогревания ПФ.

Таблица 2. Соотношение доли (%) диссоциантов доминантного (S) и  суммарно минорных (Sm + SCV) 
фенотипов в популяциях, выросших из прогретых и затем резко охлажденных ПФ E. coli (2 мес. хранения)

Температура 
прогрева, °С

Общее число, 
КОЕ/мл

Численность диссоциантов, КОЕ/мл Доля диссоциантов, %
S Sm SCV S Sm + SCV

Контроль 1.1 × 107 0.55 × 106 0.3 × 106 0.25 × 105 50 50
45 9.7 × 106 0.7 × 106 6.3 × 106 2.7 × 106 7 93
50 3.2 × 106 0.6 × 106 0.9 × 106 1.7 × 106 18 82
60 2.4 × 105 0.6 × 105 0.4 × 105 1.4 × 105 24 78
65 2.2 × 105 0.5 × 105 0.5 × 105 1.2 × 105 23 77

Таблица 3. Соотношение доли (%) диссоциантов доминантного(S) и  суммарно минорных (Sm + SCV) 
фенотипов в  популяциях, выросших из  прогретых и  затем постепенно охлажденных при комнатной 
температуре ПФ E. coli (2 мес. хранения)

Температура 
прогрева, °С

Общее число, 
КОЕ/мл

Численность диссоциантов, КОЕ/мл Доля диссоциантов, %
S Sm SCV S Sm+SCV

Контроль 1.1 × 107 0.55 × 107 0.3 × 107 0.25 × 107 50 50
45 7.4 × 106 1.6 × 106 2.2 × 106 1.6 × 106 29 71
50 7.7 × 106 2.6 × 106 1.5 × 106 3.6 × 106 34 66
60 1.7 × 105 0.7 × 105 0.4 × 105 0.6 × 105 39 61
65 1.2 × 105 0.39 × 105 0.44 × 105 0.37 × 105 33 67
70 2.4 × 103 1.0 × 103 0.6 × 103 0.8 × 103 42 58
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популяций, вырастающих из ПФ E. coli (табл. 2, 3). 
Из  полученных результатов следует, что на  из-
менение транскрипционной программы клетки, 
вырастающей из ПФ, влияет процесс не декри-
сталлизации, а рекристаллизации ДНК-Dps, при 
котором, по-видимому, происходило связывание 
Dps не только с прежними, но и другими, также 
афинными для Dps сайтами и, возможно, частич-
но оккупированными другими NAPs, что влияло 
на  реализацию альтернативных доминантному 
фенотипов.

Экстраполируем полученные результаты на про
цесс созревания персистеров в ПФ. Отметим, что 
48‒72 ч персистеры, в которых, в силу их крайне 
низкого метаболизма, в отличие от стационарных 
ординарных клеток, еще не сформировался БН, вы-
растают на свежей среде как родительский фенотип 
(доминантный), что неоднократно отмечалось в ли-
тературе (Van den Bergh et al., 2016; Balaban et al., 
2019). Однако длительно инкубируемые (не менее 
1 мес.) персистеры, созревшие в ПФ, вырастают 
популяцией, содержащей 40‒50% альтернатив-
ных фенотипов (табл. 1). То есть принципиально 
важным фактором для появления гетерогенности 
популяций, вырастающих из ПФ является длитель-
ность процессов биокристаллизации нуклеоида 
ПФ, так как это может обусловливать возможность 
процессов декристаллизации/рекристаллизации 
на отдельных участках петельной линейной ДНК-
Dps в созревающих ПФ, аналогично процессам, 
наблюдаемым при нагревании/охлаждении ПФ. 
Такой обратимый процесс локальной компакти-
зации ко-кристаллизованной ДНК-Dps – деком-
пактизация ДНК без Dps (Vtyurina et al., 2016), при 
этом, возможно, неоднократный за длительный 
период созревания персистеров в ПФ, может быть 
причиной изменения сайтов связывания ДНК-
Dps и затем ‒ топологии ДНК, аналогично пока-
занному в модели нагревания‒охлаждения ПФ. 
Эти события, протекающие стохастически в раз-
ных областях петельной ко-кристаллизованной 
ДНК-Dps и в разных клетках-персистерах, созре-
вающих в ПФ, случайным образом прекратятся 
в силу наступившей витрификации цитоплазмы 
как последнего этапа созревания П в ПФ и при-
обретения ими анабиотического состояния. Это 
объясняет гетерогенность диссоциативного фено-
типического спектра вырастающих из ПФ попу-
ляций. Важно подчеркнуть, что этот процесс был 
эволюционно закреплен как адаптивное свой-
ство популяции, которая выживает в неростовых 
условиях в виде ПФ и сохраняет вид в результате 
прорастания ПФ спектром диссоциантов, свой-
ственных этому виду (штамму).

Таким образом, впервые с  использованием 
модели нагревания/охлаждения цистоподобных 
ПФ неспорообразующих бактерий определена по-
следовательность этапов структурной организации 

биокристаллического нуклеоида. Показано, что 
на изменение диссоциативного спектра популяции, 
вырастающей из  прогретых/охлажденных ПФ, 
по сравнению с вырастающей из нативных ПФ, 
влияет не процесс декристаллизации (нагревание 
ПФ) петельной линейной ДНК-Dps, а  процесс 
ее рекристаллизации (охлаждение ПФ) при сохра-
нении структурированности компактизованно-
го нуклеоида. Полученные данные подчеркивают 
и  расширяют важную роль физико-химических 
процессов в структурной организации клеток бак-
терий, которая определяет уровень и тип их функ-
циональной активности в  соответствии с  усло-
виями окружающей среды. Биокристаллизация 
нуклеоида как физико-химическая консервация 
ко-кристаллизованной хромосомальной ДНК-Dps 
в кристаллическом массиве Dps-Dps обеспечивает 
не только стрессопротекторную защиту ДНК и су-
прессию ее  транскрипционной функции в  ПФ, 
но и фенотипическую гетерогенность вырастаю-
щих из ПФ популяций.
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The Structure of the Biocrystalline Nucleoid and Its Role in the Regulation  
of Dissociative Phenotypic Heterogeneity of Microbial Populations
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The survival of the microbial population in constantly changing environmental conditions, including 
those unfavorable for growth, is ensured by: (1) the formation of a subpopulation of persister cells (P), 
maturing into ametabolic quiescent forms (RF); (2) protection of chromosomal DNA of stationary 
cells using the physicochemical mechanism of  its co-crystallization with the nucleoid-associated 
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protein Dps and the formation of a biocrystalline nucleoid (BN); (3) the ability of RF to germinate in a 
fresh environment with a mixed population of phenotypically different dissociators, one of which will 
be the most adaptive to it. This study addressed two questions: (1) how BN is structurally organized 
in prokaryotic RFs, and (2) how nucleoid biocrystallization is related to the phenotypic heterogeneity 
of  populations growing from RFs. The work proposes a  new model of  BN decrystallization/
recrystallization during heating/cooling of RF at sublethal temperatures in a non-growth environment, 
which reproduces the dynamics of BN formation in the model of nucleoid organization as a folded 
globule. Electron microscopic analysis of structural changes in BN in heated/cooled RFs, together with 
the determination of the dissociative spectra of the populations growing from them, allowed us to obtain 
the following new information. Biocrystallization of the nucleoid occurs in the following sequence: 
(1) the beginning co-crystallization of DNA-Dps is accompanied by the division of the nucleoid volume 
with the formation of a compacted nucleoid from superfolded DNA in the central region of the cell 
and loops of superfolded linear DNA extending from it; (2) co-crystallization of looped DNA-Dps 
with its different geometric arrangement – toroidal, lamellar, etc.; (3) crystallization of Dps-Dps, 
repeating the template folding of looped DNA-Dps and the formation of a multilayer structure of the 
Dps-Dps crystalline array. It was found that the actual heating of the PF (45‒700C, 15 min), leading 
to decrystallization of looped DNA-Dps while maintaining the structure of the compacted nucleoid, 
does not affect the dissociative (colonial-morphological) spectrum of the population growing from the 
PF. The change in its dissociative spectrum is influenced by the process of DNA-Dps recrystallization, 
during which, apparently, Dps binds not only to the former, but also to other DNA sites, also affinity for 
Dps and, possibly, partially occupied by other nucleoid-associated proteins, which influences changes 
in DNA topology and its transcription.

Keywords: biocrystalline nucleoid, structure, bacteria, resting forms (RF), de/recrystallization of DNA-Dps, 
heating/cooling of RF, phenotypic heterogeneity of populations
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