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БІОЛОГІЧНІ ВЛАСТИВОСТІ ТІОНОВИХ БАКТЕРІЙ
КУЯЛЬНИЦЬКОГО ЛИМАНУ

З води Куяльницького лиману ізольовані два штами сіркоокиснюючих бак
терій. Штами охарактеризовані за 51 фенотиповою ознакою. Штами росли 
при концентрації NaCl від 0,0 до 2,6 М. Як джерело енергії штами викори
стовували неорганічні та органічні сіркоутримуючі сполуки. Тіосульфат 
окиснювали не до кінця, а з утворенням тетратіонату та сульфіту. Істот
ною відмінністю від типових штамів була здатність ізольованих штамів 
без попередньої адаптації переходити від автотрофного до гетеротрофного 
обміну. Зміст ГЦ-пар основ ДНК 56,8 і 55,7 мол. % для Thiobacillus species 
KU-11 і Thiobacillus species KU-13. Згідно отриманим результатам ізольо
вані штами запропоновано віднести до нового виду бактерій роду Thiobacillus, 
або, згідно з сучасною класифікацією, — до роду Halothiobacillus.
Ключові слова: сольові озера, Куяльницький лиман, тіонові бактерії, біо
логічні властивості, мінливість, галотолерантність.

Перше згадування про бактерії, що окиснюють сірководень у Чорно
му морі та Одеських лиманах, належить Н. Д. Зелінському [4]. Мікро- 
біоту Куяльницького лиману в різні роки вивчали Л. І. Рубенчик, 
Д. Р. Гойхерман, О. С. Заславський [5-8]. Інтерес різних авторів до тіо- 
нових бактерій Куяльницького лиману в першу чергу пояснюється їх 
мінливістю у зв'язку з опрісненням даної водойми. Л. І. Рубенчик і 
Д. Р. Гойхерам показали, що після тривалого опріснення Куяльницько
го лиману, сольовий оптимум його тіонових бактерій знизився з 11,0
12,0 % до 5,0-6,0 % [6]. О. С. Заславський експериментально підтвер
див теоретичне припущення про поступове зниження потреб у сольових 
навантаженнях тіонових бактерій Куяльницького лиману в зв'язку з 
його опрісненням. З Куяльницького лиману ним були виділені тіонові 
бактерії, що ростуть при концентрації NaCl від 0,7 до 26,0 %; оптимум 
NaCl для їх розвитку знаходився в межах 5,0-8,0 % [7, 8].

Метою представленої роботи є виділення, вивчення морфологічних, 
фізіологічних та генетичних властивостей тіонових бактерій, ізольова
них з Куяльницького лиману.

Об'єкти і методи досліджень
Характеристика біотопу. Куяльницький лиман входить у північну 

групу лиманів північно-західного Причорномор'я і представляє собою
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унікальну водойму з лікувальною гряззю високої якості, формування 
якої обумовлене діяльністю бактерій, у тому числі і тіонових. Соло
ність води Куяльницького лиману та діапазон її мінливості не має собі 
рівних серед усіх інших водойм цього регіону. Однак, у зв'язку з 
цілим рядом причин, у першу чергу гідрометеорологічних, починаючи 
з 1931 р. Куяльницький лиман постійно опрісняється. У реально існу
ючих гідрохімічних умовах Куяльницького лиману, солоність води 
якого може змінюватися впродовж декількох років на 100,0 та більше 
промілє, різко змінюються і біотичні характеристики водойми [9, 10].

Виділення чистих культур та умови культивування. Тіонові бак
терії зі штамовими номерами KU-11 і KU-13 були отримані методом 
накопичувальної культури на середовищі Натансона. Вихідним мате
ріалом для їх одержання була вода, відібрана в різних місцях Куяль
ницького лиману у літній період (солоність води — 280,0 %>о, темпе
ратура води ~ 38 °С; рН — 7,2). Накопичувальну культуру інкубува- 
ли в стаціонарних умовах 5-7 діб при температурі 30-32 °С. Про 
розвиток тіонових бактерій свідчила поява легкої муті, плівки, що 
створювали грамнегативні дрібні рухливі чи нерухомі паличкоподібні 
клітини. На розвиток досліджуваної групи бактерій вказувало також 
зниження значень рН. Збагачене клітинами середовище висівали на 
живильні середовища з тіосульфатом. Шляхом послідовних пересі
вань одержували чисті культури.

Морфологію клітин вивчали за допомогою світлового та електро
нного мікроскопів у різний термін культивування (24-48 годин і 7
10 днів); визначали форму, рухливість, відношення клітин бактерій до 
фарбування по Граму. Характер росту на агаризованих середовищах 
вивчали за допомогою бінокулярної лупи.

Фізіологічні властивості. Вплив температури на ріст ізольованих 
штамів визначали при їх культивуванні на середовищі Натансона в 
діапазоні температур від 4 до 50 °С.

З метою виявлення діапазону солоності, що допускає ріст бактерій, 
у середовище Натансона вводили NaCl у концентрації від 0,0 до 
15,0% (0,0-2,6 М).

Для визначення росту тіонових бактерій за різних значень рН 
використовували середовища Бейєринка (Na2S2O3 х 5Н2О — 5,0 г; 
NaHCO3 — 1,0 г; Na2HPO4 — 0,2 г; MgCl2 — 0,1 г; NH4Cl — 0,1 г; 
FeSO4 — сліди; 1,0 л дистильованої води; рН 9,4); Баалсруда 
(Na2S2O3 х 5Н2О — 5,0 г; NH4Cl — 0,5 г; MgCl2 — 0,5 г; KH2PO4 — 
2,0 г; NaHCO3 — 1,0 г; KNO3 — 2,0 г; FeSO4 х 7H2O — 0,01 г; 1,0 
л дистильованої води; рН 7,0), Натансона (Na2S2O3 х 5H2O — 5,0 г; 
NaCl — 30,0 г; MgCl2 — 2,0 г; KNO3 — 1,0 г; Na2HPO4 — 2,5 г; рН 
6,5-7,0) і Летена (Na2S2O3 х 5H2O — 5,0 г; KH2PO4 — 0,1 г; 
MgSO4 — 0,5 г; (NH4)2SO4 — 0,15 г; KCl — 0,05 г; Ca(NO3)2 — 0,01 г; 
1,0 л дистильованої води; рН 4,0).

Для вивчення впливу органічних речовин на ріст тіонових бакте
рій до мінерального фону середовища Натансона додавали органічні 
цукри (глюкоза, сахароза, маноза, мальтоза, фруктоза), спирти (етанол, 
маніт, інозит), амінокислоти (валін, серін, аспарагін, метіонін, пролін), 
дріжджовий екстракт у концентраціях 0,03-0,3 %; також використо
вували МПА та пептон.
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З'ясування спектра джерел енергії провадили у присутності неор
ганічних та органічних сполук сірки.

Приріст біомаси визначали за показником оптичної щільності на 
спектрофотометрі при X = 540,0 нм.

Окиснювання тіосульфату та утворення проміжних продуктів ви
значали стандартним іодометричним методом [11].

Генетичні ознаки. Виділення, очищення ДНК та визначення в ній 
вмісту ГЦ-пар провадили загальноприйнятим методом Мармура [12].

Визначення тіонових бактерій здійснювали, керуючись визначни
ком Бергі та іншими оригінальними роботами [13-15].

Результати та їх обговорення
Характеристика ізольованих штамів наведена у таблиці 1.
Морфологія клітин, характер колоній. Thiobacillus species KU-11 і 

Thiobacillus species KU-13 — короткі товсті "коковидні", рухливі 
(Thiobacillus species KU-13) і нерухомі (Thiobacillus species KU-11) 
грамнегативні палички. На агаризованих середовищах вони утворю
ють краплевидні блискучі (Thiobacillus species KU-11), чи плоскі про
зорі неправильної форми (Thiobacillus species KU-13) колонії.

При довготривалому культивуванні форма клітин вивчених бакте
рій трохи змінювалася: палички збільшувались у розмірах, округля
лися, у них появлялися біполярні включення і глобули сірки на по
верхні. Треба зазначити, що зміни реєструвалися не тільки на рівні 
клітин, але й на рівні колоній — вони збільшувались у розмірах та 
здобували зернисту структуру.

Фізіологічна характеристика. Використовувані джерела енергії. 
Як джерело енергії усі досліджувані штами використовували техніч
ну сірку, Na2S2O3, C2H6OS, Na2S, Na2SO4, K2SO4, KCNS, CaS, ZnS. Вони 
також добре росли у присутності органічних сіркоутримуючих спо
лук — C14H13N3O2S2, C17H17N3O4S2, C18H20N3O4S2. Усі перераховані шта
ми не окислювали FeSO4 (табл. 1).

Відношення до органічних речовин. На середовищах, що не міс
тять як неорганічне джерело енергії тіосульфат, ріст Thiobacillus 
species KU-11 і Thiobacillus species KU-13 спостерігали за наявності в 
середовищі всіх органічних речовин, наведених у розділі "об'єкти і 
методи"(табл. 1).

Thiobacillus species KU-11 і Thiobacillus species KU-13 були здатні 
використовувати кисень нітратів у якості кінцевого акцептора елект
ронів та відновлювати нітрати до нітритів, але не до газоподібного 
азоту (табл. 1).

Для росту Thiobacillus species KU-11 і Thiobacillus species KU-13 
необхідні мінімальні кількості азоту. Оптимальними джерелами азоту 
для вивчених штамів були амонійні солі — NH4CL і (NH4)2SO4. KNO3 
та NaNO2 пригнічували окиснювання тіосульфату, не впливаючи на 
ріст бактерій.

Вплив температури та рН. Thiobacillus species KU-11 і Thiobacillus 
species KU-13 розвивалися за нейтральних, слаболужних та кислих
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170 Таблиця 1
Біологічні властивості тіонових бактерій — типових і ізольованих із води Куяльницького лиману
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Продовження таблиці 1

Морфолого-фізіологічні 
властивості

Вивчені штами Типові штами *

Thiobacillus 
species KU-11

Thiobacillus 
species KU-13

Halo 
thiobacillus 
halophilus 

ATCC 49870

Halo 
thiobacillus 
neapolitanus 
NCIB 8539

Halo 
thiobacillus 

hydrothermalis 
DSM 7121

Джерела енергії

S+2 + + - - +
Na2 S2 Оз + + + + +
С2Н6О S + + - - -
ИагЭОд + + - - -
K2SO4 + + - - -
Na2S + + - - -
KCNS + + - - -
CaS + + - - -
ZnS + + - - -
C14H13N3O2S2 + + - - -
FeSO4 - - - - -
C17H17N3O4S2 + + - - -
С]8Н2оЦз048]і2 + + - - -

Окиснення
Na2 S2 О2, % 55,5 70,0 - - -

Проміжні 
продукти

Тетратіонат + + - - -
Сульфіт + + - - -
Сульфат + + + + +

Органічні 
речовини

Цукри

0,03 - 0,3 %

Г люкоза + + - - -
Маноза + + - - -
Мальтоза + + - - -
Сахароза - - - - -
Фруктоза - - - - -

Біологічні власт
ивост

і т
іонових бакт

ерій...



172 Закінчення таблиці 1

Примітки: * — облігатні автотрофи; "+" — є ріст; "-" — немає росту.
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значень pH. Згідно з отриманими результатами оптимальним середо
вищем для росту Thiobacillus species KU-11 і Thiobacillus species 
KU-13 було високомінерализоване середовище Натансона (табл. 2).

Середовища, pH

Таблиця 2
Приріст біомаси (%) тіонових бактерій на середовищах з різними 

значеннями рН

Досліджувані штами Бейєрінка, 
pH 9,4

Баалсруда, 
pH 7,0

Натансона, 
pH 7,0

Летена, 
pH 4,0

Thiobacillus species KU-11 150,0 100,0 200,0 150,0

Thiobacillus species KU-13 130,0 140,0 230,0 100,0

Ріст вивчених бактерій був можливий в інтервалі температур від 4 
до 47 °С (табл. 1). Як і всі помірні мезофіли, штами повільно росли 
при температурі 4-15 °С. Гарний ріст реєстрували в інтервалі темпе
ратур від 15 до 37 °С з оптимальними значеннями 28-32 °С. Ріст 
Thiobacillus species KU-13 і Thiobacillus species KU-11 припинявся 
лише за температури 50 °С.

Окиснювання тіосульфату. Криві автотрофного росту та окисню- 
вання тіосульфату Thiobacillus species KU-13 протягом 17 діб пред
ставлені на рис. 1.

Рис. 1. Ріст, окиснювання тіосульфату та зниження значень рН 
Thiobacillus species KU-13

Окиснювання тіосульфату починалося відразу та продовжувалося 
протягом усього періоду активного росту бактерій. У кінці експери
менту, після зникнення 70,0 % тіосульфату в культуральному середо
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вищі, були виявлені сульфіт, сульфат і тетратіонат. Кінцеві значення 
pH — 5,5; це трохи вище, ніж у типових штамів, що очевидно, пов'я
зано з накопиченням сульфіту і тетратіонату.

Аналіз ДНК бактерій. Зміст ГЦ-пар у складі ДНК Thiobacillus 
species KU-11 і Thiobacillus species KU-13 — 56,8 і 55,7 мол. % від
повідно. Необхідно зазначити, що величина вмісту ГЦ-пар у ДНК 
бактерій, вирощених у автотрофних та гетеротрофних умовах, не змі
нювалася, що підтверджує чистоту культури. Виявлені відмінності 
вмісту ГЦ-пар знаходяться у межах, допустимих геноситематикою 
бактерій для міжвидових розбіжностей. Отримані результати відпові
дають даним літератури, наведеним для бактерій роду Thiobacillus і, 
таким чином, підтверджують належність виділених штамів до цього 
роду, або, згідно з сучасними даними Kelly D. Р., Wood А. Р., — до 
представників роду Halothiobacillus [15].

Таким чином, приступаючи до вивчення тіонових бактерій Куяль
ницького лиману, необхідно було враховувати відсутність раніше виді
лених культур та орієнтуватися тільки на їхній опис О. С. Заславсь- 
ким. Крім того, потрібно було враховувати зміни природного стану 
лиману і, як наслідок, мінливість мікробіоти цієї водойми.

Проведені дослідження показали, що за морфорлогічними та фізіо
логічними ознаками штами Thiobacillus species Ки-11 і Thiobacillus 
species Ки-13 близькі до бактерій роду Thiobacillus, тобто є помірно- 
термофільними галотолерантними грамнегативними паличками, які 
використовують у якості джерел енергії різні сполуки сірки. Як і 
форми, описані О. С. Заславським, ізольовані штами були здатні до 
росту у присутності органічних речовин. "Сольолюбиві тіоновокислі 
бактерії" О. С. Заславського росли у діапазоні концентрацій NaCl від 
0,25 до 26,0% [7, 8]. Діапазон солоності, за якого реєстрували ріст 
Thiobacillus species Ки-11 і Thiobacillus species Ки-13 був більш вузь
ким — 0,0-15,0 %.

Таким чином, не викликає сумніву, що отримані нами культури 
подібні тіоновим бактеріям, які описав О. С. Заславський, але, в зв'я
зку з опрісненням лиману, зменшився діапазон їх галотолерантності.

Ізольовані та досліджені штами тіонових бактерій зберігаються в 
колекції кафедри мікробіології і вірусології, що є філією Національ
ної колекції мікроорганізмів України.

Висновки
1. Фенотипова характеристика ізольованих штамів у межах дослі

джуваних тестів близька до Halothiobacillus neapolitanus NCIB 8539, 
Halothiobacillus halophilus ATCC 49870 і Halothiobacillus 
hydrothermalis DSM 7121.

2. Основною відмінністю від типових та відомих штамів є здатність 
описаних штамів до переходу без попередньої адаптації від автотро
фного до міксо- і гетеротрофного обміну.
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3. Thiobacillus species KU-11 і Thiobacillus species KU-13 окиснюють 
більш широкий спектр сполук сірки у порівнянні з описаними типо
вими штамами.

4. Thiobacillus species KU-11 і Thiobacillus species KU-13 схожі за 
основними фізіологічними ознаками; вони відрізняються морфологією 
та швидкістю росту на середовищах різного мінерального складу та 
різних значень рН.

5. Виходячи з виявлених фенотипових влстивостей, цілком допус
тимо виділити Thiobacillus species KU-11 і Thiobacillus species KU-13 в 
самостійні види роду Thiobacillus, або, спираючись на теперішні дані 
D. Р. Kelly і А. Р. Wood, — до представників роду Halothiobacillus.
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БИОЛОГИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА ТИОНОВЫХ БАКТЕРИЙ
КУЯЛЬНИЦКОГО ЛИМАНА

Резюме
Из воды Куяльницкого лимана изолированы сероокисляющие бактерии, кото

рые охарактерзованы по 51 фенотипическому признаку. Штаммы росли в диапазо
не NaCl от 0,0 до 2,6 М. В качестве источника энергии штаммы использовали 
различные органические и неорганические соединения серы. Тиосульфат окисля
ли не до конца, а с образованием тетратионата и сульфита. Существенным отличи
ем описанных штаммов от типовых является их способность без предварительной 
адаптации переходить от автотрофного к гетеротрофному обмену. Содержание 
ГЦ-пар в ДНК изученных штаммов составляет 56,8 и 55,7 мол. % для Thiobacillus 
species KU-11 и Thiobacillus species KU-13, соотвественно. Согласно полученным 
результатам, изолированные штаммы предложено отнести к новым видам рода 
Thiobacillus, или согласно своременной классификации, — к роду Halothiobacillus.

Ключевые слова: солевые озера, Куяльницкий лиман, тионовые бактерии, био
логические свойства, изменчивость, галотолерантность.
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THE BILOGYCAL PROPERTIS OF THE SULFUR-OXIDIZING 
BACTERIA OF THE KUYALNYTSKIY LIMAN

Summary
The sulfur-oxidizing bacteria were isolated from the water of the Kuyalnytskiy 

Liman and were characterized by 51 phenotypic properties. The cultures grew under 
NaCl in the range of 0-2.6 M. The cultures used organic and inorganic sulfur compounds’ 
as the energy source. Thiosulfate was oxidized with making tetrathionate and sulphite. 
The essential distinction of these cultures from typical the ones is their ability to 
change autotrophic metabolism to mixotrophic and heterotrophic without any 
preliminary adaptation. The part of GC pairs of DNA of the studied cultures makes out 
56.8 and 55.7 % for Thiobacillus species KU-11 and Thiobacillus species KU-13 
correspondingly. These isolated cultures was suggested to relate to new speacies these 
isolated cultures was suggested to relate to new species of genus Thiobacillus or 
according to modern classification — to genus Halothiobacillus.

Keywords: the salty lakes, the Kuyalnytskiy Liman, carbothionic bacteria, biological 
properties, variability, halotolerance.
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