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Список сокращений

НК - нуклеиновые кислоты 

ДНК – дезоксирибонуклеиновая  кислота

РНК – рибонуклеиновая кислота

ПЦР – полимеразная цепная реакция

БВ– биовыщелачивание

БО-биокисление

Введение

Промышленное использование хемолитотрофных микроорганизмов для восстановления металлов из металлосодержащих руд является перспективным путем развития горнодобывающей отрасли. Новые разработки в области биометаллургии способствуют более рациональному использованию сырья. Особая ценность биогеотехнологии заключается в минимальном воздействии на окружающую среду. Это приводит к повышению производительности отрасли без негативных последствий для экологии в регионе добычи.

В нашей стране оптимизация процесса переработки металлосодержащей руды актуальна для промышленного комплекса полуострова Камчатка. Здесь находятся сульфидные медно-никелевые месторождения, разработка которых может стать неотъемлемой частью экономики Камчатского края. При этом важно свести к минимуму влияние промышленного комплекса на уникальную природу полуострова.

Для внедрения технологии биовыщелачивания на Камчатке на начальном этапе необходимо определить видовой состав аборигенных хемолитотрофных сообществ микроорганизмов. В дальнейшем полученные могут быть использованы для создания сообществ, обладающих максимальной окисляющей активностью. 

Одним из наиболее перспективных подходов к изучению микробиотических сообществ является анализ структуры ДНК микроорганизмов, входящих в их состав. Технологии молекулярного анализа обладают рядом преимуществ перед классическими микробиологическими методами, из которых прежде всего стоит отметить высокую точность и надежность анализа, а так же быстроту получения результатов.

Цели

Целью нашего исследования стал молекулярно – генетический анализ видового разнообразия сообществ хемолитотрофных микроорганизмов, присутствующих в сульфидных рудах месторождения Шануч (полуостров Камчатка) с использованием методов полимеразной цепной реакции, клонирования, секвенирования.

Задачи

1. Выбор наиболее эффективной методики выделения ДНК из микроорганизмов, входящих в состав биовыщелачивающих сообществ.

2. Выбор универсальных праймеров, позволяющих выявить фрагменты гена 16S РНК всех микроорганизмов, входящих в состав биовыщелачивающих сообществ.

3. Создание и скрининг библиотеки клонированных фрагментов гена 16S РНК хемолитотрофных микроорганизмов, полученных с использованием универсальных праймеров.

4. Анализ видового разнообразия сообществ хемолитотрофных микроорганизмов, присутствующих в сульфидных рудах месторождения Шануч (полуостров Камчатка). Сравнение данных молекулярного анализа с данными микроскопии.
1. Обзор литературы

Извлечение ценных компонентов из минералов с помощью микроорганизмов служит на сегодняшний день признанным биотехнологическим способом переработки сульфидных руд. Эта технология является экономически выгодной и экологически безопасной. 

Процесс бактериального выщелачивания сульфидов металлов – биологического превращения нерастворимых соединений металлов в растворимые формы осуществляется мезофильными, умеренно термофильными и термофильнымиацидофильными железо- и сероокисляющими эубактериями и археями. Наиболее широко в настоящее время применяются хемолитотрофные ацидофильные эубактерии Acidithiobacillus ferrooxidans иAcidithiobacillus thiooxidans. Однако все большее внимание привлекают умеренно термофильные и термофильные эубактерии и археи, которые при высоких температурах обеспечивают более высокую скорость окисления сульфидов.

1.1 Механизм бактериального выщелачивания

Обычно использование микроорганизмов при извлечении металлов преследует одну из двух целей: превращение (или окисление) нерастворимых сульфидов металлов в растворимые сульфаты или создание условий для лучшего взаимодействия химических веществ с поверхностью минерала и растворения необходимого металла. Примером первого процесса является превращение таких нерастворимых соединений меди, как ковеллин (CuS) или халькозин (Cu2S), в растворимые сульфаты. Примером второго процесса служит извлечение железа, мышьяка и серы из золотоносного арсенопирита (FeAsS), вследствие чего оставшееся в минерале золото легче выделяется при помощи цианирования.

Оба этих процесса являются окислительными. Если добываемый металл переводится в раствор, речь идет о биовыщелачивании (БВ). Когда же металл остается в руде – о биоокислении (БО). Тем не менее, термин БВ часто используется в обоих случаях. БВ может быть применено к рудам, содержащим железо или восстановленные формы серы. Роль, которую играют микроорганизмы в БВ, до сих пор до конца не выяснена. В 1964 г. Сильверман и Эрлих сделали первую попытку объяснить механизм БВ, предложив два возможных пути: прямой и непрямой.[13]
Прямое бактериальное выщелачивание происходит при физическом контакте бактериальных клеток с поверхностью минерала в несколько стадий, катализируемых ферментами:

4FeS2 + 14O2 + 4H2O –> (бактерии) –>

4FeSO4 + 4H2SO4 (1)

4FeSO4 + O2 + 2H2SO4 –> (бактерии) –>

2Fe2(SO4)3 + 2H2O (2)

В сумме:

4FeS2 + 15O2 + 2H2O –> (бактерии) –>

2Fe2(SO4)3 + 2H2SO4 (3)

Исследования Торма показали, что при прямом взаимодействии Acidithiobacillus ferrooxidans могут быть окислены следующие не содержащие железа сульфиды металлов: ковеллин (CuS), халькозин (Cu2S), сфалерит (ZnS), галенит (PbS), молибденит (MoS2), стибнит (Sb2S3), кобальтин (CoS), миллерит (NiS).[1] Таким образом, прямое бактериальное выщелачивание может быть описано следующей реакцией:

MeS + 2O2 –> (бактерии) –> MeSO4 (4), 

где MeS – сульфид металла.

Очевидно, что бактерии должны находиться в тесном контакте с поверхностью минерала. Механизм бактериального прикрепления и инициации растворения металлов пока не полностью понятен. Предположительно, бактерии прикрепляются не ко всей поверхности минерала, а предпочитают специфические участки дефектов кристаллической решетки.

При непрямом БВ бактерии генерируют «окислитель», который химически окисляет сульфидный минерал. В кислых растворах таким окислителем служит Fe3+, и растворение металла может быть описано следующей реакцией:

MeS + Fe2(SO4)3 –> MeSO4 + 2FeSO4 + S0 (5)

Для поддержания достаточного количества железа в растворе химическое окисление сульфидов металлов должно проводиться в кислых условиях при рН < 5.0. Fe2+, выделяющееся в данной реакции, может быть заново окислено до Fe3+ железоокисляющими бактериями (напр., Ac. ferrooxidans). При непрямом БВ бактерии не нуждаются в контакте с поверхностью руды. Они выполняют только каталитическую функцию, ускоряя окисление Fe2+ до Fe3+. При рН2.0-3.0 бактериальное окисление Fe2+ примерно в 105-106 раз быстрее, чем химическое окисление.

Выделяющаяся в процессе сера может быть окислена до серной кислоты бактериями Ac.ferrooxidans. Но окисление серы бактериями Ac.thiooxidans, которые часто встречаются вместе с Ac. ferrooxidans, происходит гораздо быстрее:

2S0 + 3O2 + 2H2O –> (бактерии) –> 2H2SO4 (6)

Роль Ac.thiooxidans, вероятно, состоит в создании благоприятных условий для роста железоокисляющих бактерий, таких как Ac.ferrooxidans. Хорошо известный пример процесса непрямого выщелачивания – выделение урана из руд, когда нерастворимый четырехвалентный уран окисляется до водорастворимого шестивалентного:

UIVO2 + Fe2(SO4)3 –> UVIO2SO4 + 2FeSO4 (7)

Окислитель четырехвалентного урана может производиться бактериями Ac.ferrooxidans посредством окисления пирита, который часто присутствует в урановых рудах. Кроме непрямого выщелачивания урана Ac.ferrooxidans, вероятно, способна окислять UIV до UVI ферментативно и использовать часть энергии этой реакции для ассимиляции СО2.

Таким образом, БВ основывается на взаимодействии биологических и химических окислительных процессов [1].Несмотря на большое количество исследований особенностей прикрепления микроорганизмов к поверхности пирита и прямого микробиологического окисления на ранних стадиях выщелачивания, существуют сомнения в оценке «степени важности» прямого механизма БВ. В последнее время некоторые исследователи отвергают существование прямого БВ и признают непрямое окисление единственным механизмом данного процесса[6].
Результаты исследований натолкнули ученых на создание новой гипотезы. Непрямой механизм через тиосульфат, предложенный Шипперсом и Сэндом, является одной из последних попыток объяснить механизм БВ [16]. Согласно данной гипотезе, как только клетка микроорганизма прикрепляется к поверхности не растворимого в кислоте сульфида металла (пирита (FeS2), молибденита (MoS2), танстенита (WS2)), ион трехвалентного железа (Fe3+), содержащийся во внеклеточном экзополимерном слое, начинает непрямую атаку на сульфид металла согласно следующей реакции:

FeS2 + 6Fe3+ + 3H2O –> 7Fe2+ + S2O32- + 6H+ (8)

Тиосульфат является начальным промежуточным продуктом, который далее превращается в последующие промежуточные продукты (тетратионат, тритионат) с формированием сульфата в качестве конечного продукта общей

реакции:

S2O3 2- + 8Fe3+ + 5H2O –> 8Fe2+ +

+ 2SO4 2- + 10H+ (9)

Полисульфидный механизм характерен для сульфидов, растворимых в кислотах (электронная структура которых позволяет им вступать в реакцию как с Fe3+, так и с кислотами), таких как сфалерит (ZnS), халькопирит (CuFeS2) или галенит (PbS). В данном случае растворение сульфида происходит вследствие комбинированного действия Fe3+ и протонов. Основным промежуточным продуктом становится элементная сера, которая относительно стабильна, но может окисляться до сульфата такими сероокисляющими бактериями, как Aс. thiooxidans и Aс. caldus:

MS + Fe3+ + H+ –> M2+ + 0.5H2Sn +

+ Fe2+ (n ≥ 2) (10)

0.5H2Sn + Fe3+ –> 0.125S8 + Fe2+ +

+ H+ (11)

0.125S8 + 1.5O2 + H2O –> (микроорганизмы)

–> SO4 2- + 2H+ (12)

Образующееся Fe2+ может быть вновь преобразовано в Fe3+ благодаря активности таких железоокисляющих бактерий, как Aс.ferrooxidansили представителей родов Leptospirillum и Sulfobacillus:

2Fe2+ + 0.5O2 + 2H+ –> (микроорганизмы)

–> 2Fe3+ + H2O (13)

Таким образом, роль микроорганизмов заключается в образовании серной кислоты и Fe3+ [11]. Открытие внеклеточных полимерных соединений (ВПС), выделяемых микроорганизмами, прикрепляющимся к поверхности минерала, также способствовало выяснению механизма микробного воздействия и поддержке новой гипотезы Сэнда с соавторами[14]. Некоторые исследования показывают, что формирование экзополимерного материала является важным условием прикрепления клеток

к минералу и последующего его растворения. Железо, содержащееся в ВПС, придает клетке положительный заряд, обеспечивая электростатическое притяжение между микробной клеткой и отрицательно заряженной поверхностью пирита. Более того, Fe3+ участвует в первой стадии разрушения пирита, что обусловливает необходимость присутствия определенного количества Fe3+ в культуральной среде в начале процесса БВ (≥ 0.2 г/л). 

Таким образом, ВПС могут считаться местом начала процесса выщелачивания, где Fe3+, концентрированный во внеклеточном материале

микробной клетки, реагирует с сульфидом металла. Трибутч предположил, что существует 3 «стратегии» БВ:

1) непрямое биовыщелачивание: микроорганизмы не прикрепляются к поверхности минерала, и их действие ограничено возобновлением выщелачивающего агента – Fe3+;

2) контактное биовыщелачивание: микроорганизмы прикрепляются к поверхности минерала, способствуя его электрохимическому растворению с помощью Fe3+, содержащегося в ВПС ; экзополимеры производятся клеткой

для прикрепления ее к твердой поверхности минерала;

3) кооперативное биовыщелачивание: микроорганизмы, прикрепленные к минеральной поверхности, кооперируют со свободными клетками из раствора; прикрепленные бактерии высвобождают окисляемые металлы, которые служат источником энергии для микроорганизмов в растворе. [17]
На основе результатов своих экспериментов и исследований других ученых испанские микробиологи[13] пришли к выводу, что БВ пирита является двухступенчатым процессом. На первой стадии окисление происходит с помощью микроорганизмов, прикрепившихся к твердой поверхности минерала, посредством контактного механизма. На второй стадии основным фактором растворения пирита становится непрямой механизм с помощью Fe3+, регенерируемого микроорганизмами в растворе. Следовательно, изначальное прикрепление микроорганизмов к поверхности сульфида играет важную роль в достижении высокой скорости растворения минерала на второй стадии, то есть БВ включает два сосуществующих механизма (непрямой и контактный), и эффективность каждого из них зависит от степени прикрепления клеток и концентрации железоокисляющих бактерий в среде (в растворе).

1.2 Общая характеристика микрофлоры месторождения Шануч

По данным микроскопического анализа основными аборигенными для месторождения Шануч микроорганизмами являются Acidithiobacillus thiooxidans, Acidithiobacillus ferrooxidans, бактерии рода Sulfobacillus, Ferroplasma acidiphilum. Однако данные микроскопии не позволяют делать выводы о присутствии в образцах руды тех или иных родов микроорганизмов с высокой степенью достоверности. Кроме того, они не позволяют дифференцировать друг от друга близкородственные и не отличимые морфологически виды.
Основные процессы, связанные с окислением серы, осуществляют тионовые бактерии. Тионовые бактерии – это наиболее важная в геохимическом отношении группа, хорошо изученная физиологически и биохимически. Все тионовые бактерии способны использовать энергию окисления восстановленных соединений серы в серную кислоту для ассимиляции углерода, построения клеточного тела и осуществления всех остальных функций. Некоторые из тионовых бактерий могут использовать для своей жизнедеятельности, кроме окисления серы, окисление других соединений, например, органических веществ или закисного железа. Данная способность широко используется в промышленном выщелачивании металлов из руд мезофильными микроорганизмами. Некоторые тионовые бактерии (Acidithiobacillus thiooxidans, Acidithiobacillus ferrooxidans) уже долгое время активно применяются в практике бактериального выщелачивания металлов из сульфидных руд, и они считаются наиболее эффективными в этом процессе.[1, 9, 11,14]
Acidithiobacillus ferrooxidans - занимает исключительное положение среди тионовых бактерий, так как помимо способности к автотрофномуросту за счет окисления соединений серы она может использовать энергию окисления закисного железа в окисное. Микроорганизм имеет вид коротких палочек, расположенных иногда парами, большей частью поодиночке, размером 0.4 × (0.8-1) мкм. По Грамму окрашивается отрицательно. Не образует спор. Имеет один полярный жгутик. Размножение происходит поперечным делением. Окисленное железо не образует каких-либо оформленных структур в клетках [21]. Роулинс упоминает о росте микроорганизма на муравьиной кислоте, что указывает на неабсолютность автотрофного питания.[10] В качестве источника азота обычно используется аммоний. Углеродное питание Aс. ferrooxidans обеспечивается углекислотой. Организм нуждается в значительном количестве фосфата, и увеличение скорости окисления железа находится в прямой зависимости от количества добавленного фосфата. Оптимум развития при 1.7 <pH< 3.5; при рН выше 4.5 бактерии не развиваются.

В отличие от других тионовых бактерий, Ac.ferrooxidans способна воздействовать на широкий набор сульфидных минера лов. Установлено окисление следующих соединений: пирит, марказит, полидимит, реальгар, халькопирит, молибденит, кобальтин, ковеллин, марматит, виоларит, тетраэдрит, геокранит, миллерит, арсенопирит, пирротин, антимонит, аурипигмент, борнит, сфалерит, пентландит, халькозингаленит, бравоит, энаргит. (см. приложение №1)

Acidithiobacillus thiooxidans – Грам – отрицательная, хемолитотрофная ацидофильная аэробная бактерия размером 1,0-1,2x0,4-0,5 мкм. Микроорганизм имеет форму палочки размером (0.5-0.8) × (1.0-2.0) мкм, с одним полярным спиралевидным жгутиком. Бактерия окисляет элементную серу и сульфиды до серной кислоты. Ac.thiooxidans играет значительную роль в биовыщелачивании металлов из сульфидных руд. Подвижность клеток

наблюдается в молодых культурах. Размножение происходит делением пополам, причем чаще всего клетки после деления расходятся, хотя иногда

наблюдается образование цепочек. Окисление серы хорошо идет при усиленной аэрации среды. Ac.thiooxidans способна развиваться в сильно кислой среде вплоть до рН 0.6. В нейтральной среде микроорганизм не развивается, т.к. является ацидофильной, а не ацидотолерантной формой.

Ac. thiooxidans при кислой реакции среды хорошо использует различные по физическому составу формы серы. Рост At. thiooxidans наблюдается на следующих сульфидах металлов: ковеллит, галенит, сфалерит, вюрцит. (см. приложения №2)[16, 21]
Sulfobacillus– этот род принадлежит к семейству Alicyclobacillaceae и включает группу хемолитотрофных аэробных умеренно термофильных и термотолерантных спорообразующих Грам-положительных ацидофильных микроорганизмов следующих видов: S. acidophilus, S. ambivalens,S. montserratensis, S. sibiricus, S. thermosulfidooxidans, S. yellowstonensis, S. thermotolerans.

Они способны к автотрофному росту с использованием Fe2+ и различных восстановленных соединений серы в качестве источников энергии и СО2, как единственного источника углерода, когда последний находится в избытке. В миксотрофных условиях, когда источниками углерода являются СО2 и некоторые органические вещества, а источниками энергии – элементная сера, восстановленные соединения серы (тетратионат, тиосульфат и др.), Fe2+, сульфидные минералы и те же органические соединения, субстратное окисление и скорость развития максимальны.(см. приложения №3) [7,19]

Отдельного внимания требует перспективное для использования в практике БВ семейство Ferroplasmaceae. Ferroplasma spp., которые входят в состав этого семейства, принадлежат к порядку Thermoplasmales – ацидофильным археям, которые обладают одной периферической мембраной. Ferroplasma spp. разделяет некоторые метаболические и экофизиологические свойства с представителями архей порядка Sulfolobales и классическими мезофильными бактериями Acidithiobacillus spp. и Leptospirillum spp., но лучше адаптированы к окружающей среде, характеризующейся низким уровнем рН и высокими концентрациями Fe2+ и других металлов. Данные микроорганизмы способны использовать металлы из сульфидных минералов (пирит, арсенопирит, медьсодержащие сульфиды) и более устойчивы к кислоте, нежели железо- и сероокисляющие бактерии (в частности, тионовые бактерии), подверженные сходным эколого-физиологическим условиям.

Отличительной чертой Ferroplasma spp. является наличие железосодержащих металлопротеинов, которые обеспечивают поддержание трехмерной структуры у этих микроорганизмов. Различные штаммы Ferroplasma имеют четкий температурный оптимум для роста в пределах 37-50°С, то есть они представлены мезофильными и умерено термофильными микроорганизмами.

Ferroplasma acidiphilum— это строго хемолитотрофный аэробный микроорганизм, представленный Грам-отрицательными неправильными кокками, которые благодаря отсутствию клеточной стенки способны изменять свою форму от сферической до филаментной. Этот микроорганизм стал основой для выделения новой ветви архей в порядке Thermoplasmales. Морфология и ультраструктура F.acidiphilum является сходной с таковой у представителей порядка Thermoplasmales: плеоморфные клетки размером 0.3-3 мкм. Однако мезофильный рост и строго хемолитоавтотрофный метаболизм отличает этот организм от других членов Thermoplasmales[5].
F.acidiphilum - окисляет Fe2+ из FeSO4 и пирита(Fe2S), Mn2+ - из MnSO4. Значения рН, при которых возможен рост, находятся в пределах1.3-2.2, оптимум рН – 1.7. Температурный диапазон, в котором встречается микроорганизм, находится в пределах 20-45°С, оптимальная температура – 35°С[22]. (см. приложения №4).

2. Материалы и методы

2.1 Исследованный материал

Для проверки универсальных праймеров нами были использованы чистые культуры Acidithiobacillus thiooxidans, Acidithiobacillus ferrooxidans, Sulfobacillus thermosulfidooxidans и Ferroplasma acidiphilum, любезно предоставленные сотрудниками лаборатории хемолитотрофных микроорганизмов Института микробиологии им. Виноградского РАН. Анализ эффективности выбранных методик выделения ДНК из смешанных сообществ проводили с использованием смешанных культур автохтонных сообществ хемолитотрофных микроорганизмов, выделенных из сульфидных руд месторождения Шануч (полуостров Камчатка). 

2.2 Методы выделения ДНК

Достоверность молекулярно-биологических методов, используемых при анализе структуры сообществ микроорганизмов, зависит от качества и репрезентативности(сохранение качественного состава и количественного соотношения ДНК различных групп микроорганизмов, присутствующих в образцах до этапа выделения ДНК)препарата ДНК, полученного в процессе выделения из биоматериала. Оптимальный метод выделения ДНК должен обеспечивать эффективное отмывание прикрепленных бактериальных клеток от частичек грунта, лизис клеток и очистку от ингибиторов. 

Существует несколько способов воздействия на клетки с целью их разрушения и  последующей очистки содержащихся в них НК: химический, физический и ферментативный. К самым распространенным физическим способам относятся обработка ультразвуком, нагревание, механическое перетирание и разрушение клеточной стенки методом замораживания/оттаивания. Химические способы разрушения клеток основаны на лизирующей активности некоторых солей и детергентов. И, наконец, к третьему распространенному способу воздействий относятся ферментативные подходы, использующие активность протеолитических  ферментов (лизоцима и протеиназы К). Следует отметить, что наиболее распространенные методы выделения ДНК практически всегда представляют собой комплексный подход, включающий несколько этапов пробоподготовки.

Для оценки эффективности методов выделения ДНК из смешанных бактериальных сообществ, а также для выбора наиболее удобной и универсальной методики, нами были отобраны несколько комбинированных протоколов очистки ДНК, основанных на различных типах воздействия на клетки эубактерий и архей. Были проанализированы методики, основанные на механическом (перетирание клеток с частицами SiO2), ферментативном (обработка протеиназой К и лизоцимом) и химическом (обработка GuSCN и CTAB) воздействии на клетки. Кроме того, была опробована  методика, основанная на щелочном лизисе (KOH) в присутствии низкомолекулярного полимера полиэтиленгликоля (PEG-200). PEG добавляли для повышения pH раствора. В присутствии PEG pH при неизменной концентрации KOH возрастает в 10 раз. Объяснить эффект можно особенностями механизмов взаимодействия PEG и воды. Молекулы PEG, несущие на своей поверхности отрицательный заряд, во-первых, усиливают диссоциацию молекул воды, а, во-вторых, обладают способностью связывать свободные ионы H+, увеличивая тем самым концентрацию свободных ионов OH-[3]. Ниже приведено описание использованных методик.

 В выделение во всех случаях брали 500 мкл образца. Перед этапом лизиса, пробы промывали фосфатным буфером (pH 1,8) два раза. После каждой промывки клетки и частицы грунта осаждали центрифугированием при 16000g в течение 10 минут. 

1. Перетирание с частицами SiO2. Осадок ресуспендировали в 200 мкл  раствора содержащего 20%SDS (100mMNaCl, 500mMTris (pH8.0), 20% (w/v) SDS), к раствору добавляли 20 мкл раствора частиц SiO2  (5 мг/мл) производства SigmaAldrich (США) в ТЕ-буфере. Перемешивали на вортексе в течение 5-10 минут. После сорбции ДНК, частицы осаждали центрифугированием, супернатант удаляли. ДНК элюировали в 100 мкл воды при 60°[2].

2. Обработка протеиназой K и лизоцимом. Осадок ресуспендировали в 500 мкл буфера A (100mMNaCl, 100mMTris, 1mM цитрата натрия, 5mMCaCl2 25mMEDTA, pH8.0. К раствору добавляли 60 мкл лизоцима (100 мг/мл), Fermentas (США) и инкубировали при 37° в течение 40 минут. Добавляли 10 мкл 20% SDS 60 мкл протеиназы К (20 мг/мл) (Fermentas,США), инкубировали при 50° в течение 30 минут[8].

3. Обработка GuSCN. Осадок ресуспендировали в 500 мкл лизирующего буфера (5,25MGuSCN, 50 mMTrispH6,4, 20 mMEDTA, 1,3% Triton), инкубировали в течение 30 минут при 65°.

4. Обработка CTAB. Осадок ресуспендировали в 500 мкл лизирующего буфера (0,2 М Tris-HCl  pH 8,0, 0,05М EDTA, 2М NaCL, 2% СТАВ) инкубировали в течение 30 минут при 65°.

5. Обработка KOH в присутствии PEG. Осадок ресуспендировали в 500 мкл лизирующего буфера (10% PEG-200, 20 мМ KOH), инкубировали 10 минут при 98°.

После этапа лизиса проводили очистку ДНК с помощью стандартной методики фенол-хлороформной экстракции[4]. Очистку проводили в пробирках объемом 1,6 мл по следующей схеме: 
1. Добавляли 400 мкл свежеперегнанного насыщенного фенола pH=7,2, хорошо перемешивали.

2. Добавляли 400 мкл смеси хлороформа и изоамилового спирта (24:1), хорошо перемешивали.

3. Центрифугировали 10 мин при 13000 об/мин (16000 х g).

4. Переносили водную фазу (верхнюю) в новую пробирку 1,5 мл и добавляли 800 мкл смеси хлороформа и изоамилового спирта (24:1), хорошо перемешивали.

5. Центрифугировали 10 мин при 13000 об/мин.

6. Переносили водную фазу в новую пробирку 1,5мл и добавляли в нее 800 мкл 100% изопропанола, хорошо перемешивали.

7. Центрифугировали 5 мин при 13000 об/мин.

8. Полностью удаляли надосадочную жидкость.

9. Добавляли 400 мкл 70% этанола, хорошо перемешивали.

10. Центрифугировали 5 мин при 13000 об/мин

11. Полностью удаляли надосадочную жидкость и высушивали осадок при комнатной температуре (не более 10 мин).

Растворяли осадок в 50 мкл TE-буфера путем инкубирования при 65° С с периодическим перемешиванием.

2.3 Полимеразная цепная реакция

2.3.1 Общий принцип метода ПЦР

Полимеразная цепная реакция (ПЦР) представляет собой метод ферментативной наработки invitro определенных фрагментов ДНК. ПЦР позволяет найти в исследуемом клиническом материале участок генетической информации любого организма, содержащийся в следовых количествах среди огромного количества нуклеотидных последовательностей иной природы, и быстро размножить его. По сути дела метод ПЦР имитирует в пробирке естественную репликацию ДНК, только повторяющуюся столько раз, сколько это необходимо исследователю. В отличие от репликации ДНК в клетках живых организмов, с помощью ПЦР амплифицируются сравнительно короткие участки ДНК: длина копируемых участков обычно составляет не более 3000 пар нуклеотидов. 

Для проведения этой реакции необходимы следующие компоненты:исходная молекула ДНК, служащая матрицей для копирования,  фермент - ДНК-зависимая-ДНК-полимераза, дезоксирибонуклеотидтрифосфаты и короткие одноцепочечные ДНК-затравки (праймеры). Выше описанные компоненты смешивают в соответствующем солевом растворе (буфере). ДНК-полимераза синтезирует новую цепь ДНК из дезоксирибонуклеотидтрифосфатов, подставляя их по принципу комплементарности  к матричной молекуле ДНК, начиная от ДНК- затравки. При проведении ПЦР, как правило, используют 2 праймера, которые гибридизуются в соответствии с принципом комплементарности с противоположными цепями ДНК и ограничивают амплифицируемый участок матричной молекулы. 

Итак, классическая ПЦР состоит из повторяющихся температурных циклов:

1. Денатурация. На данной стадии необходимо денатурировать матричную ДНК. Для этого образец в течение 5-20 секунд нагревают до 93-96°C, в результате чего нарушаются водородные связи между двумя цепями ДНК. Иногда перед первым циклом реакции проводят предварительный прогрев реакционной смеси в течение 2-5 мин для полной денатурации матрицы и праймеров. 

2. Отжиг праймеров. На втором этапе температуру понижают для того, чтобы праймеры могли связаться с уже одноцепочечной матрицей. Время стадии – 10-30 сек. Отжиг происходит в соответствии с правилом комплементарности. 

3. Элонгация (синтез ДНК). На третьем этапе температуру повышают до 67-72°C. Эта температура является оптимальной для работы ДНК-полимеразы, которая, двигаясь вдоль матрицы, синтезирует комплементарную ей цепь, начиная от 3'-конца праймера (см. рисунок 1).

Если повторять нагрев и охлаждение  реакционной смеси, то ранее синтезированные молекулы ДНК будут служить матричными на следующих этапах. А это в свою очередь означает, что количество ПЦР-продукта будет увеличиваться в геометрической прогрессии с основанием близким к 2-ум. Для получения детектируемого фрагмента ДНК обычно требуется 30-50 циклов реакции амплификации (в зависимости от эффективности реакции и количества стартового материала). Метод ПЦР отличается высокой чувствительностью и позволяет обнаружить в образце даже единичные молекулы ДНК. 
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Рисунок 1: Схема полимеразой цепной реакции

Существует 2 типа регистрации результатов ПЦР:

- после проведения реакции

-непосредственно в ходе реакции (real-time PCR)

2.3.2 ПЦР «в реальном времени» (real-timePCR)

Сущность метода заключается в регистрации накопления продуктов амплификации с помощью специального прибора непосредственно в ходе реакции. Так как кинетика накопления продуктов амплификации связана с исходным количеством матрицы, это дает возможность точно оценить её количество. 

Существует несколько способов визуализации накопления ДНК в ходе ПЦР. Все они основаны на использовании флуорофоров – молекул, обладающих способностью к флуоресценции (поглощению энергии света определенной длины волны и переизлучению ее на другой длине волны).Интенсивность флуоресценции зависит от количества образовавшегося ПЦР – продукта. В ходе ПЦР детектирующий амплификатор регистрирует изменение интенсивности флуоресценции в реакционной пробирке и строит кривые изменения флуоресценции (и, соответственно, количества ДНК).

Самым простым вариантом проявки накопления ДНК является использование интеркалирующих красителей, приобретающих способность к флуоресценции в результате встраивания в двухцепочечную молекулу ДНК. Аналогичные интеркалирующие красители используются и для детекции продуктов ПЦР методом электрофореза в агарозном геле. В качестве основных представителей этих веществ можно назвать бромистый этидий и краситель SYBR Green. Флуоресценция бромистого этидия и SYBR Green значительно возрастает при их встраивании в двухцепочечные молекулы ДНК, что позволяет  регистрировать накопление продуктов амплификации. В данной работе использовался именно такой вариант проявки процесса накопления ДНК (см. рисунок 2)[18, 20].

[image: image1.jpg]3ran 1: devarypauus

3

3ran 2 OTxUr npadiepoe

7 PR 3ran 3: Curres uenm AHK




Рисунок 2:Схема детекции результатов ПЦР с использованием интеркалирующего красителя SYBRGreen.

В качестве параметра, способного описать  каждую отдельную ПЦР «в реальном времени», используется значение Ct (cycle threshold, пороговый цикл) – номер цикла, на котором интенсивность флуоресценции от накопления ПЦР-продукта превышает фоновую флуоресценцию.

2.3.3 Использованные праймеры
Важным условием настоящего исследования было получение препарата ДНК, содержащего фрагменты нуклеиновых кислот всех или, по крайней мере, основных представителей хемолитотрофных бактериальных сообществ. Для этой цели нами была проверена пара универсальных праймеров, позволяющих с равной эффективностью амплифицировать фрагменты гена 16S рРНК большинства эубактерий и архей.

	Название праймера
	Последовательность праймера

	upr2-d
	TGCATGGCYGTCGTCAGCTCGT

	upr3-r
	TGACGGGCGGTGTGTRCAAGG


R и Y – вырожденные нуклеотиды.

Y – G или А (пурины)

R – Т или С (пиримидины)

Универсальность использованных в работе праймеров и эффективность ПЦР проверяли на чистых культурах основных представителей хемолитотрофных сообществ: Acidithiobacillus thiooxidans, Acidithiobacillus ferrooxidans, Sulfobacillus thermosulfidooxidans и Ferroplasma acidiphilum.

2.3.4 Параметры и условия проведения ПЦР

Для амплификации использовался  детектирующий амплификатор ДТ-96. Каждый образец ДНК помещался в амплификатор в двух повторах. Для постановки 10-ти реакций готовили смесь общим объемом 300 мкл, состоящую из:

- двух праймеров – по 1,4 мкл каждого (100мкМ/л)

- дезоксинуклеотидтрифосфатов (дНТФ) – 2,4 мкл (25мМ раствора)

- 1,25 кратного ПЦР-буфера – 280 мкл 

- флуоресцентно-меченой пробы –1,4 мкл (50мкM/л)

- дистиллированной воды – 8,4 мкл

- Taq-полимеразы – 5 мкл  15 ед.акт./мкл

Сверху капали 5 мкл исследуемой ДНК и 20 мкл минерального масла.

При постановке ПЦР использовали температурный режим, приведенный в таблице 1.

Таблица 1: Программа амплификации:

	Температура
	Время
	Количество циклов

	80°С

94°С
	1 мин

1 мин 30 с
	1

	94°С

64°С*
	30 с

15 с
	5

	94°С

64°С*
	10 с

15 с
	45

	10°С
	
	хранение


* - регистрация флуоресценции
2.4 Проведение электрофореза в агарозном геле

Электрофорез в агарозном геле позволяет обнаружить амплифицированную ДНК и определить ее размер. Амплифицированную ДНК помещают в агарозный гель, содержащий специальный краситель ДНК – бромистый этидий. При заливке с помощью гребенок в геле формируют специальные лунки, в которые в дальнейшем вносят продукты амплификации.

Подготовка 2% агарозного геля:

1. 0,75 г сухой агарозы поместить в специальную колбу

2. Добавить в колбу 37,5 мл буфера

3. Поместить колбу с агарозой в микроволновую печь и нагреть до получения однородной консистенции

4. Затем в колбу с жидкой агарозой добавить 2 мкл бромистого этидия

5. Залить агарозный гель в плашку

После вышеописанных процедур, по прошествии 10-15 минут, необходимых для застывания геля,гелевую пластинку помещают в аппарат для горизонтального гель-электрофореза, подключают источник постоянного тока и сверху наливают буфер настолько, чтобы он покрыл гель на 1 мм. Отрицательно заряженная ДНК начинает двигаться в геле по направлению к аноду (положительно заряженному полюсу)(см. рисунок 3). При этом более короткие молекулы ДНК движутся быстрее, чем длинные. На скорость движения ДНК в геле влияет размер фрагментов ДНК, концентрация агарозы, напряженность электрического поля, температура, состав электрофорезного буфера и другие факторы. Все молекулы одного размера движутся с примерно одинаковой скоростью. Во время электрофореза краситель встраивается (интеркалирует) в молекулы ДНК. После окончания электрофореза, продолжающегося 15-20 минут, гель помещают на экран трансиллюминатора, излучающего свет в ультрафиолетовом диапазоне (254 - 310 нм). Энергия ультрафиолета, поглощаемая ДНК в области 260 нм, передается на краситель, заставляя его флуоресцировать в оранжево-красной области видимого спектра - 590 нм. 
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Рисунок 3: Схема установки для проведения гель-электрофореза (вид сбоку). 1- катод; 2 – анод; 3 – буфер; 4 – лунки; 5 – гель. 
2.5 Создание библиотеки клонированных фрагментов гена 16S РНК хемолитотрофных микроорганизмов

2.5.1 Общий принцип метода клонирования

Клонирование основано на использовании бактериальных клеток для размножения введенной в них чужеродной ДНК. В классической методике клонирования ДНК используется способность клеток бактерий поглощать и реплицировать короткие кольцевые молекулы ДНК, известные как плазмиды. Клонируемый фрагмент ДНК встраивается в плазмиду-переносчик («вектор»), при этом образуется новая («рекомбинантная") плазмида. При обработке большого количества клеток некоторые из них поглощают рекомбинантную плазмиду (происходит, так называемая, трансформация). Трансформированные клетки реплицируют плазмиду вместе с собственным геномом. Обычно используют плазмиды, придающие трансформированной клетке устойчивость (резистентность) к определенному антибиотику. При инкубации популяции клеток в присутствии антибиотика будут размножаться только те клоны, которые содержат плазмиду. Из полученного клона выделяют плазмиду, содержащую множество копий клонированного фрагмента ДНК.

2.5.2 Параметры и условия проведения клонирования

Клонирование проводилось сотрудниками фирмы «Евроген» с использованием вектора pGemTeasy. В качестве клонируемого фрагмента в «Евроген» был передан ПЦР – продукт, полученный при амплификации специфического участка гена 16S рРНК с помощью универсальных праймеров upr2-d и upr3-r.

2.6 Анализ библиотеки клонированных фрагментов гена 16S РНК хемолитотрофных микроорганизмов методом секвенирования

2.6.1 Общий принцип метода секвенирования

Разработанный в 1977 году Фредериком Сэнгером метод ферментативного секвенировани и сейчас остается самым распространенным методом определения нуклеотидной последовательности ДНК. В основе метода лежит использование при амплификации ДНК видоизмененных аналогов трифосфатов – дидезоксинуклеотидов. Дидезоксинуклеотиды похожи на обычные нуклеотиды, но в них отсутствует З'-гидроксильная группа, и это препятствует образованию фосфодиэфирной связи со свободным нуклеотидом. В результате дидезоксинуклеотид, присоединившись к растущей цепи ДНК, этот синтез прекращает. Каждый из четырех типов дидезоксинуклеотидов (ddATP, ddCTP,ddGTP, dTTP) мечен своим флуорофором.

Общий механизм реакции не отличается от такового при обычной ПЦР. В реакционную смесь вносится матричная ДНК, последовательность которой необходимо определить, затравка (праймер), фермент (ДНК-полимераза) и смесь обычных и дидезокситрифосфатов. ДНК-полимераза, начиная от праймера, достраивает комплементарную цепь. Как только к этой цепи присоединяется дидезоксинуклеотид, ее синтез прекращается. Поскольку присоединение дидезоксинуклеотида происходит случайно, так как в реакционной смеси есть его нормальный аналог, то в пробирке образуется набор ампликонов разной длины, начиная от праймер+1 нуклеотид, заканчивая общей длиной амплифицируемого фрагмента. Каждый ампликон заканчивается соответствующим меченым дидезоксинуклеотидом. В результате осуществляется мечение всех позиций в цепи. 
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Рисунок 4: общий принцип метода севенирования

Современные автоматизированные секвенаторы разделяют эти фрагменты, пропуская всю смесь через тончайшие капилляры, наполненные гелем. Чем короче фрагмент, тем быстрее он движется в геле по капилляру под действием электрического поля. ДНК заряжена отрицательно и движется от катода к аноду по этим капиллярам. Процесс, называемый капиллярным электрофорезом, настолько эффективен, что фрагмент, только что вышедший из капилляра, оказывается ровно на один нуклеотид длиннее, чем предшествующий ему. По мере того как фрагмент появляется, он освещается лазером, что заставляет светиться меченый нуклеотид на его конце. Сигналы из лазерной системы детекции поступают в компьютер, где на основе специальной программы они интерпретируются в терминах нуклеотидов, обозначаемых пиками разного цвета на мониторе компьютера.

2.6.2 Параметры и условия проведения секвенирования

Для анализа библиотеки клонов нами были отобраны 80 колоний, содержащих вставку ПЦР-продукта, полученного с универсальных праймеров. 8 пробных сиквенсов были выполнены нами самостоятельно. 
Проводилась ПЦР по следующей схеме:

· 1,5  мклReady reaction premix.

· 2 мклBigDye sequencing buffer (5х)
· 1 мкл  праймера (3,2 мкМ\л)

· 1 мкл матрицы – ПЦР-продукта.

· 4,5 мкл MQ
· 20 мкл минерального масла

Общий объем — 10 мкл

Амплификацию проводили в амплификаторе «Терцик» производства ДНК - технология по следующему температурному режиму:
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94º С – 15 с.
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55ºС – 10 с.

3. 65ºС – 3 мин

Оставшиеся 72 сиквенсных реакции проводились сотрудниками фирмы «Евроген» в аналогичных условиях.
2.7 Использованное в работе программное обеспечение, интернет-ресурсы и базы данных

Для интерпретации результатов сиквенсной реакции использовали программу ChromasPro 1.33.

Интернет ресурсы: 

· Сервер NCBI (National Center for Biotechnology Information) Национальный центр информации по биотехнологии США (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

3. Результаты и обсуждения

3.1 Проверка универсальных праймеров

Сохранение исходного соотношения копий геномов микроорганизмов разных видов, представляет собой сложную задачу. Нарушение этого соотношения может повлиять на результат дальнейших исследований. Если используемые в реакции праймеры амплифицируют фрагменты ДНК различных видов с одинаковой эффективностью, можно говорить о том, что смесь НК, получаемая в ходе реакции, будет содержать фрагменты специфичные для основных представителей анализируемого сообщества, и, при этом, исходное соотношение НК различных групп микроорганизмов будет сохраняться. Основная сложность анализа видового состава комплексных сообществ заключается в том, что при создании библиотеки клонов используются универсальные праймеры, позволяющие амплифицировать ДНК всех микроорганизмов, находящихся в пробе. Для этих целей лучше всего подходит последовательность гена 16S рРНК. Последовательность этого гена определена для подавляющего большинства известных. Из-за дороговизны определения полногеномной последовательности, а также из-за универсальности (этот ген встречается у всех эубактерий и архей) ген 16S рРНК стал распространенным инструментом молекулярной систематики и повсеместно используется при проведении филогенетических исследований. Ген сдержит несколько вариабельных областей позволяющих проводить сравнительный анализ последовательностей на различных таксономических уровнях. В то же время последовательность гена в целом достаточно консервативна, что значительно усложняет анализ ДНК, принадлежащих близкородственным микроорганизмам [12]. Таким образом, при выяснении видового состава комплексных сообществ микроорганизмов методом анализа библиотек клонов, мы оказываемся ограничены двумя обстоятельствами: с одной стороны необходимо выбрать консервативный фрагмент, встречающийся у подавляющего большинства известных эубактерий и архей, а с другой стороны, этот фрагмент должен содержать вариабельный участок, который в последствии позволил бы нам определить микроорганизмы, входящие в состав пробы, до вида. Если учесть еще и ограничения, налагаемые на последовательность самого праймера (его длина и нуклеотидный состав), приходится признать такую задачу трудно невыполнимой. Поэтому одной из наших основных задач стала проверка универсальной пары праймеров, обеспечивающей одинаковую эффективность ПЦР при амплификации гена 16S рРНК - эубактерий и архей.
На рисунке 4 приведены результаты гель-электрофореза ПЦР-продуктов, полученных при амплификации ДНК, выделенной из чистых культур, с использованием универсальных праймеров upr2-d, upr3-r.
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Рисунок 5: Электрофорез с 4-мя чистыми культурами (дорожки 1-4 – чистые культуры бактерий Acidithiobacillusthiooxidans, Acidithiobacillusferrooxidans, Sulfobacillusthermosulfidooxidans и Ferroplasmaacidiphilum соответственно, 5 - маркер).
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Рисунок 6: Результаты ПЦР «в реальном времени», полученные при амплификации ДНК, выделенной из чистых культур (а-Acidithiobacillus thiooxidans, б – Acidithiobacillus ferrooxidans, в – Sulfobacillus thermosulfidooxidans и г – Ferroplasma acidiphilum), с использованием универсальных праймеров upr2-d, upr3-r.
На рисунке 6 приведены результаты ПЦР «в реальном времени», полученные при амплификации ДНК, выделенной из чистых культур Acidithiobacillus thiooxidans, Acidithiobacillus ferrooxidans, Sulfobacillus thermosulfidooxidans и Ferroplasma acidiphilum, с использованием универсальных праймеров upr2-d, upr3-r.
 Приблизительно одинаковое значение(Сt (15-17)для всех чистых культур (при равном количестве стартовой ДНК) свидетельствует о том, что выбранные нами универсальные праймеры обеспечивают сходную эффективность амплификации фрагмента гена 16S РНК всех основных предполагаемых представителей хемолитотрофных сообществ месторождения Шануч.

3.2 Выбор оптимальной методики выделения ДНК

На сегодняшний день не существует общепринятой методологии выделения нуклеиновых кислот из смешанных культур микроорганизмов. При этом вопрос качества препарата нуклеиновых кислот является принципиальным. Так, например, недостаточная очистка от ингибиторов (гуминовых кислот или ионов железа, содержащихся в средах для выращивания железоокосляющих бактерий) оказывает влияние на эффективность работы Taq-полимеразы и приводит к искажению результатов ПЦР. Кроме того, смешанные сообщества могут содержать микроорганизмы из различных таксономических групп, обладающих различной устойчивостью к механическому, химическому или ферментативному воздействию. Так, например, из-за особенностей строения клеточной стенки, грамм- клетки разрушаются легче, чем Грамм+, что приводит к изменению исходного соотношения НК различных микроорганизмов и, как следствие, к некорректным результатам анализа. Выбранные нами методы продемонстрировали значительные отличия в эффективности выделения нуклеиновых кислот из смешанных культур. Это может объясняться и различной эффективностью очистки от ингибиторов и комплексной природой исследованных сообществ. По данным микроскопического анализа к основным видам сообществ месторождения Шануч относятся как грамм+ (Sulfobacillus) так и грамм- (Acidithiobacillus) бактерии, а также археи (Ferroplasma), лишенные клеточной стенки. Наилучший результат получен для методики, основанной на лизирующей активности GuSCN (рис. 6а). Сходный по эффективности результат был получен для ферментативной методики, однако в данном случае на результат количественной ПЦР оказали влияние остатки бактериальных НК, содержащиеся в реагентах, использованных при выделении ДНК (рис. 6b). Нами показана низкая эффективность методик основанных на лизирующей активности бромида цетилтриметиламмония (CTAB) и на физическом воздействии на клетки с помощью частиц SiO2. Для методики, основанной на лизирующей активности KOH, в присутствии PEG-200 получен средний результат, однако ее принципиальным недостатком является низкая степень очистки препарата ДНК от ингибиторов, в частности ионов железа, содержащихся в некоторых культуральных средах. В то же время этот метод показал лучший результат для проб, содержащих микроорганизмы, не окисляющие железо. 

Полученные результаты позволяют рекомендовать методику, основанную на лизирующей активности GuSCN (лизиc при 65ºС) с последующей очисткой фенолом и хлороформом, при проведении молекулярного анализа структуры сообществ хемолитотрофных микроорганизмов.
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Рисунок 7: Сравнение эффективности методик выделения ДНК по результатам ПЦР в реальном времени. 2a: сравнение всех методик (зеленый – лизис GuSCN, оранжевый – ферментативный лизис, синий – лизис KOH в присутствии PEG-200, фиолетовый – лизис CTAB, черный – перетирание с частицами SiO2, красный – отрицательный контроль ПЦР). Cигнал в отрицательном контроле ПЦР объясняется недостаточной очисткой препарата Taq-полимеразы от остатков нуклеиновых кислот E.coli, используемых при производстве фермента. 2b: сравнение результатов ПЦР в реальном времени для контролей  выделения всех методик и отрицательного контроля ПЦР. На рисунке видно, что использование ферментов (протеиназы К и лизоцима) при выделении ДНК приводит к значительному сдвигу кривой контроля выделения.

3.3 Создание библиотеки клонированных фрагментов гена 16S РНК хемолитотрофных микроорганизмов
Были получены 4 чашки Петри с рассеянными колониями E.coli. 
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Рисунок 8: 3 из 4-ёх чашек Петри, полученных после клонирования.
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Рисунок 9: одна из чашек Петри от 25.06.10. 1,2 – голубые и белые колонии клеток, плазмида которых имеет необходимую вставку, 3 – синие колонии, плазмида которых не имеет вставки. 

3.4 Анализ библиотеки клонированных фрагментов гена 16S РНК хемолитотрофных микроорганизмов методом секвенирования

Для анализа библиотеки клонов нами были отобраны 80 колоний, содержащих вставку ПЦР-продукта, полученного с универсальных праймеров. С учетом данных литературы и микроскопического анализа, библиотека в 80-100 клонов является достаточной при проведении подобного рода исследований (Рогатых С.В. личное сообщение). Отобранные с чашек колонии отмечались, как показано на рисунке 9.


Рисунок 10: чашка Петри с отмеченными колониями.

Последовательности, полученные при секвенировании 80 отобранных клонов были проанализированы с использованием алгоритма BLAST сервера NCBI. Из 80 последовательностей гена 16S рРНК 77 принадлежали представителям рода Acidithiobacillus sp. Две последовательности принадлежали представителям рода Tiobacillus sp. Следует отметить, что проведенный ранее микроскопический анализ не позволил отличить эти микроорганизмы от других сходных по морфологии представителей сообщества. И, наконец, 1 последовательность принадлежала архее Ferroplasma acidifillum. Представители рода Sulfobacillus, присутствующие в образцах по данным микроскопии, молекулярными методами обнаружены не были. Пример представления результатов, полученных в ходе секвенирования приведен на рисунке 10.

[image: image6.png]::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::





Рисунок 11: пример представления результатов, полученных в ходе секвенирования (последовательность гена 16S A.ferrooxidans).

Проведенное нами сравнение последовательностей генов 16S рРНК позволило определить участки необходимые для идентификации различных родов, которые, как предполагалось по данным микроскопического анализа, входили в состав исследуемых проб. Недостатком выбранного фрагмента ДНК стала его идентичность у представителей рода Acidithiobacillus и, как следствие, невозможность отличить A. Ferrooxidans от A. thiooxidans. Однако в природе эти два вида, во-первых, являются доминирующими, а, во-вторых, практически всегда встречаются вместе. Как уже отмечалось выше, на долю A. Ferrooxidans приходится основная окислительная активность, а A. Thiooxidans обеспечивает оптимальные условия для протекания окислительных процессов. 

Полученные данные о видовом составе аборигенных хемолитотрофных микроорганизмов месторождения Шануч в дальнейшем могут быть использованы для создания наиболее эффективных окисляющих сообществ. А доминирование представителей рода Acidithiobacillus указывает на целесообразность использования именно этих микроорганизмов для промышленного восстановления металлов из металлосодержащих руд.
Выводы

1. Наиболее эффективной методикой выделения ДНК из комплексных сообществ хемолитотрофных микроорганизмов стала методика, основанная на лизисе биоматериала с помощью хаотропной соли – GuSCN при 65° С.

2. Выбрана пара универсальных праймеров, обеспечивающих одинаковую эффективность амплификации фрагмента гена 16S РНК эубактерий и архей и в то же время ограничивающих филогенетически информативный участок и позволяющих определять амплифицируемый микроорганизм до рода.

3. Установлено, что основная доля (96%) аборигенных хемолитотрофных микроорганизмов месторождения Шануч приходится на представителей рода Acidithiobacillus. 3% от общей бактериальной массы составляют представители рода Tiobacillus, и 1% - архей Ferroplasma acidifillum.
4. Сравнение данных микроскопии с данными молекулярного анализа показало низкую разрешающую способность первого. Так, представители рода Sulfobacillus, присутствующие в образцах по данным микроскопии, молекулярными методами обнаружены не были. Кроме того  микроскопический анализ не позволил отличить представителей рода Tiobacillus от других сходных по морфологии представителей сообщества.
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Приложения
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№1 Acidithiobacillus ferrooxidans. Фотография клетки под электронным микроскопом
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№2 Acidithiobacillus thiooxidans. Фотография клетки под электронным микроскопом

№3 Sulfobacillus thermosulfidooxidans. Фотография клетки под электронным микроскопом
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№4 Ferroplasma acidiphilum. Фотография клетки под электронным микроскопом


Фотографии бактерий были любезно предоставлены научными сотрудниками Института микробиологии им. С.Н. Виноградского.[image: image10.jpg]
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