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Some physiological and biochemical peculiarities of the thcmtoacidophilic bacteria 
strain 86 have been studied High activities of sulfur metabolism enzymes such as thiosul- 
fatc-oxidizing, rhodanese and sulfite oxidase were revealed. Low activity of ribulose bisposphatc 
carboxylase was found in mixotrophic culture of the strain. The key enzyme of TCA cycle 
2-oxogiutaratc dehydrogenase was not detected in cellular extracts of strain 86. Based on 
these physiological, biochemical and genetic features strain 86 was described as Sulfitiuicillus 
tfte/mosutfidooxidans xsp. asporogenes.

Сульфобациллы - ферменты метаболизма серы - железооксидаза - 
рибуяозобисфосфаткарбоксилаза

В настоящее время известно несколько видов умеренно термофильный 
серо- и железоокисляющих бактерий, относящихся к ролу Sulfobacillus: 5. 
thermosulfidooxidans ВКМ В-1269 (=DSM 9293). пи .41 и BCI \3\. S.acidophilus 
(шт. N АI. и AI .V) 1171, S. "moniserratensis” L-15 [211, 5. yellowstonensfs YTF1 
[ !4| и 5. sibiricus N1 (ВКМ В-2280) |6|, а также к роду Acidomicrobium -А 
ferrooxidans [10).

Исключительное разнообразие эколого-природных условии Армении 
вместе с богатствами недр цветными и другими металлами предоставляют 
широкие возможности для изучения биоразнообразия хемолитотрофных 
микроорганизмов и вызываемых ими процессов в природе. Исследованиями 
установлено, что в природных и техногенных биотопах месторождений 
Армении наряду с мезофилами широко представлены термофильные 
хемолитотрофиые бактерии. Недавно нами из медного месторождения 
Армении Шамлуг выделена умеренно термофильная серо- й 
железоокисляюшая бактерия, отличающаяся высокой активностью в 
окислении пирита и халькопирита [2|.

Целью настоящей работы являлось изучение некоторых 
физиологических и биохимических особенностей, а также генетически^ 
характеристик выделенной термоапндофилыюй бактерии шт. 86.

Материал и .методики. Штамм 86 серо- и желе инжисляюших бактерий был выделен 
на рудничной волы медка-рудного месторождения Шамлуг Армении. Для выделений его 
исиильэои.хчи модифицированную среду Брасрли, содержащую 2.0 r/л Ге?։ и дополненную 
0,02% дрожжевого экстракта |1|. при 50". Чистую культуру получали путем высева на 
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плотную среду Маннинга, содержащую 0,5% агарозы (Туре I; !.ои ЕЕО Sigma), с 
последующим изолированием отдельно выросших колоний.

Для выделения ДИК использовали метод Мармурз 116]. Определение содержания 
Г* II оснований в ДНК проводили методом термической денатурации [5] Степень ДНК- 
ДНК гибридизации определяли методом оптической реассоциации 111].

Ионы Ес'к и Рс:* определяли комплексометрическим методом грмлопом Б [7|, 
сульфата - спскгрофотометричсски (12).

Рибулозобисфосфаткарбоксилазу (КФ 4 1.139) определяли радиоизотопным методом 
|8), а-оксоглу'таратасгидрогсназу - но восстановлению НАД |18|. жслезоокисляющую 
активность - колориметрическим методом (9]. Тиосульфатокнсляюший фермент 
(таосульфатлсгидрогеназу, НФ 1.8.2.2) н сульфитоксидэзу (сульфит - цитохром с- 
оксидоредуктазу, НФ 1.8.2.11 измеряли по восстановлению феррицианида в присутствии 
тиосульфата или сульфита соответственно (19]. Роданпзу (тиосульфат- 
Цнаяидсульфотраисфсразу. НФ 2.8.1.1) измеряли по скорости образования тнопнанатл ил 
тиосульфата и цианида (151

Результаты и обсуждение. Морфология. Клетки выделенного штамма 
представляют собой палочки размером 0,9֊ 1,0 х 1,5-3.5 мкм. Неподвижные, 
спор нс образуют. В активно развивающейся культуре клетки одиночные 
или спаренные. По Граму окрашиваются положительно.

Отношение к темпера туре и pH. Оптимальная температура роста шт.86 
55°. Рост бактерии возможен в диапазоне температур от 25° до 60°.

Он шмальные значения р! I при росте бактерий на среде с Бе2՜ находятся 
в пределах pH 1,6֊ 1,8. При значениях pH выше 2,2 наблюдается резкое 
снижение активности окисления Ес2’. Рост бактерий на среде с элементной 
серой имеет место в интервале pH 2.0-4,5, оптимальные значения pH 
составляют 2,3-2,5.

Источники энергии и углерода. Источниками энергии для выделенного 
штамма являются Ее; . 8° и ряд сульфидных минералов (ЕеБ., СиРе5. и 
др.). В автотрофных условиях скорость роста бактерии и окисления 
неорганических субстратов очень низкая. Однако в миксотрофных условиях 
в присутствии 0,02% дрожжевого экстракта наблюдалось увеличение скорости 
окисления Ес2' примерно в 10 раз. Некоторое увеличение удельной скорости 
роста и окисления Ее2' у шт.86 наблюдалось также в присутствии 0.1% 
глюкозы и глутаминовой кислоты. В последнем случае, по данным 
тонкослойной хроматографии, наблюдалось уменьшение вереде количества 
глутаминовой кислоты, по-видимому, она используется бактериями в 
конструктивном обмене. Подтверждением тому может служить низкая 
активность РБФ-карбоксилазы. Так, у миксотрофно растущей культуры шт.86 
активность РБФ-карбоксилазы составляла 0,8-1.5 нМ СО,/мин на I мг белка). 
В ряде работ показано, что внесенный вереду в виде органических веществ 
углерод, может частично потребляться умеренно термофильными бактериями 
как дополнительный источник углерода |3|.

Добавление к среде 0,02% дрожжевого экстракта приводило также к 
стимулированию роста шт.86 на элементной сере, что выражалось в активном 
образовании БО/ и резком снижении pH среды. При этом установлено, 
что по скорост и окисления элементной серы шт.86 значительно превосходит 
$.1беппози1А4о(ш(1апз 88р. азрого^епез шт.41 как в автотрофных, так и 
миксотрофных условиях (рис.1). Так, за 11 дней культивирования штаммов
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•И и 86 в автотрофных условиях образовалось 0,7 и 1,65 г/л SO/՜, а в 
присутствии 0.02% дрожженого экстракта - 3.5 и 12.9г/л SO/ соответственно 
(pnc.la). При этом реакция среды снижалась от 3,1 до 2.2 и 1,7 (рис.16). 
Вероятно, этим обстоятельством можно объяснить высокую активность шт.86, 
проявленную при окислении кислоторастворимых минералов, таких как 
халькопирит 12 J.

Рис. I. Динамика обрлиоплнии SO/ (а) и изменении pH (б) при окислении S- п зпклрофных условии* 
(i .2} и п присутствии <1.02*к дрожжевого экстракта <3.4) .S'ihcrmttm/fidooxidans sabtp.apomgenes ин 41 и шг.до 
СОПЛЮ 1ПВСНЛО

Следует отметить, что глюкоза при содержании в среде в концентрации 
0,1 % примерно в 1,5 раза активизировала ее окисление у шт. 86, тогда как 
рост шт 41 на сере в ее присутствии ингибировался Однако шт. 86 не 
способен к гетеротрофному росту на среде с глюкозой в отсутствии 
неорганического источника энергии. По-видимому. бактерия не обладает 
эффективным механизмом получения энергии при окислении органических 
соединений. Изучение ферментов никла трикарбоновых кислот (НТК) 
показало.чю цикл прерван на уровне 2-оксоглутататдегцдрогеназы. Вероятно, 
реакции НТК у этого штамма скорее всего служат для обеспечения клетки 
некоторыми синтетическими процессами.

Активность ферментатов окисления железа и серы. В бесклеточных 
экстрактах ЗлНеппд5иУ։с1ррх'и1апа шт.86, выращенного па среде с Ге2’, в 
миксотрофных условиях удельная активность железооксидазы составляла 
82-158 нМ Ге.ЧОумин на 1 мг белка. В экстракте обнаружены также 
сульфитоксидазная (109-124 нмоль) и тиосул ьфатдегидрогеназная активность 
(6.7-10,6 нмоль), несмотря на отсутствие соответствующих субстратов. Это 
свидетельствует о конститутивной природе указанных ферментов у 
выделенного штамма, что ранее было установлено для тиобацилл 113, 20]. 
При росте 5нИегто$и1[Моох1'(1ап$ шт.86 на элементной сере активность 
сульфитоксилазы увеличилась до 287 нМ/мип на 1 мг белка. Однако 
значительных изменений в активности тиосул ьфатдегидрогеназы и роданазы 
(тиосульфат цианидсульфотрансферазы), участвующих в превращениях 
։ иосульфага. нс наблюдаюсь. Отсюда следует. чго промежуточным продуктом 
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окисления серы у этой бактерии, подобно 1 неновым бактериям, является 
сульфит. Следовательно, при росте ЯлЬегтозиЦккюх/Лапз шт.86 на среде с 
элементной серой имеет место субстратная индукция сульфитоксидазы. 
Субстратная индукция сероокисляюших ферментов была отмечена у 
ЗЖегтозиЦМыМапз В КМ В-1269 [3].

Таким образом, 
изучение ферментов 
метаболизма восстанов
ленных соединений серы 
подтверждает, что схема 
окисления л их соедине
ний у шт.86 идентична, 
установленной Сузуки с 
соавторами для тионо
вых бактерий [20].

Анализ ДНК. Со
держание Г+Ц основа
ний в ДНК штамма 86 
равно 46,5% и близко к 

Схема оюкжккя висспноатенныч соединений серы у пкиювых 
Замеряй (по Suzuki с։ эЕ. 1994).

Однако результаты ДНК-ДНК гибридизации

таковым S.thermosulfi- 
dooxidans, S. rh ermosulfi- 
dooxidans ssp. asporogenes 
niT.41 и S.sibiricus |3, 6].
показали. что выделенный штамм имеет внутривидовой уровень сходства с 
З^еппози^ооМанз ВКМ В-1269 (85%) и особенно высокую степень сходства 
с Зл1։етюзи1р&хж(1ап5,5иЬзр. азрого^спсз шт.4 I (94%). между гем уровень 
сходства с $.Х1'Ыг1сиз (45%) находиюя в пределах межвидового (табл. 1).

Таблица I Нуклеотидный состав и уровень сходства ДНК выделенных бактерий с 
су.тьфобацилламк

Штаммы бактерий Г+Ц.
.МОЛ.%

Уровень сходства ДНК. %

S.lhennosulfi- 
dooxidans 1269

S.sibiri
cus Ml

S.thermosuJfl- 
dooxidans 41

S.thermosulfi- 
dvoxidans 86

S.lhennosulfi- 
| dooxidans 1269 47.2 100

1 S.sibiricus NI 48.2 - 100

S.lhermosulp- 
dooxidans 41 46.5 89 - 100

S.thermosulfi- 
dooxidans 86 46.9 85 45 94 100

Вместе с тем следует отмстить, что выделенный шт.86 подобно 
ЗМегтози1/ик)ох!(1апх чиЬ.чр. азрого^епех шт.41, характеризуется отсутствием 
спорообразован ия.

Таким образом, но сходству основных физиологических и 
биохимических свойств, а также по содержанию Г+Ц в ДНК. по уровню

137



ВС. Варданян и др

Г0М0Л01 ни в ДНК и по отсутствию спорообразования выделенная бактерия 
была идентифицирована как иеспорообразуюший подвид 
8.1кетю$и1}Ы<)0Х1дап$ ֊ 3.1Ьегто.чи1Ддоох!дип.ч хпЬхр. а$рого%епе$.
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