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АНОТАЦІЯ 
Ацидофільні хемолітотрофні бактерії (серед яких найбільш вивчений Acidithiobacillus ferrooxidans) є найбільш важливими учасниками процесів бактеріального вилуговування металів з природних і техногенних субстратів. Шість мезофільних штамів Acidithiobacillus ferrooxidans, ізольовані з відходів вугільної та енергетичної промисловості, відрізняються широкою фенотипічною різноманітністю. Методом ПЛР підтверджена їх приналежність до виду A. ferrooxidans. Генетичний поліморфізм цих штамів був вивчений методом RAPD-ПЛР. Порівняння отриманих RAPD-профілів показало варіабельність штамів, що збігається з їх основними фенотипічними властивостями, описаними раніше, а саме: приростом біомаси, ефективністю окислення двовалентного заліза, зростанням в автотрофних і міксотрофних умовах, ставленням до органічних речовин, стійкістю до важких металів, ефективністю вилуговування металів, в тому числі рідкісних. Отримані профілі RAPD слугували основою для генерації дендрограми, побудованої з використанням методу neighbour-joining, і розрахунку матриці подібності, заснованої на коефіцієнті подібності Нея та Лі. Отримані дані свідчать про залежність генетичної варіабельності штамів від первинного місця їх виділення, а показник подібності між ними варіює від 65,0% до 76,0%.
Дипломну роботу викладено на 50 сторінках, вона містить 7 таблиць та 3 рисунки. Наведено посилання на 52 джерел літератури (21 кирилицею та 31 латиницею).
Ключові слова: Аcidithiobacillus ferrooxidans, фенотипічний і генотипічний поліморфізм, полімеразна ланцюгова реакція (ПЛР), 16s рДНК.
Acidophilic hemolitotrophic bacteria (among which the most studied is Acidithiobacillus ferrooxidans) are the most important participants in the processes of bacterial leaching of metals from natural and technogenic substrates. Six mesophilic strains of Acidithiobacillus ferrooxidans, isolated from the waste of coal and energy industries, have a wide phenotypic diversity. PCR confirmed their belonging to the species A. ferrooxidans. The genetic polymorphism of these strains was studied by RAPD-PCR. Comparison of the obtained RAPD profiles showed the variability of strains, coinciding with their main phenotypic properties described previously, namely: biomass growth, efficiency of ferrous iron oxidation, ability to grow in autotrophic and myxotrophic conditions, the attitude to organic matter, resistance to heavy metals, the efficiency of metal extraction. The obtained RAPD profiles served as a basis for generating a dendrogram constructed using the neighbor-joining method and for calculating a similarity matrix based on the Ney and Lee’s similarity coefficient. The data obtained indicate dependence of strains’ genetic variability on the primary site of isolation of the strains, and the similarity between them varies from 65.0% to 76.0%.
Thesis is presented on 50 pages, it contains 7 tables and 3 figures. References are made to 52 sources of literature (21 in Cyrillic and 31 in Latin).
Key words: Acidithiobacillus ferrooxidans, phenotypic and genotypic polymorphism, polymerase chain reaction (PCR), 16s rDNA.
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ВСТУП
Інтенсивний розвиток і впровадження біотехнологічних методів вилуговування металів з природних та техногенних субстратів вимагає комплексного вивчення мезофільних ацидофільних хемолітотрофних бактерій (АХБ), які є ключовими мікроорганізмами, що приймають участь у процесах вилуговування металів. Дані мікроорганізми є перспективними, адже  вони використовуються у біотехнологічних процесах виділення корисних металів з відходів промисловості.
Місця існування A. ferrooxidans географічно дуже різноманітні, відрізняються кліматичними та фізико-хімічними умовами, передісторією виникнення. Адаптацією до різних мінливих умов середовища проживання можна пояснити широке розмаїття фізіологічних властивостей і генетичних характеристик штамів A. ferrooxidans [Канаєва, 2015]. Особливо ефективною формою адаптації є фенотипічна  мінливість. Ця здатність дозволяє однаковим за генотипом бактеріям у відповідь на вплив умов зовнішнього середовища створювати різні фенотипи. Фенотипічна  мінливість відіграє ключове значення в збереженні популяції бактерій і лежить в основі стратегій їх розвитку та виживання. Біологічна природа різноманітності різних штамів
A. ferrooxidans вивчена слабко. Однак очевидним є взаємозв'язок мінливості з конкретними умовами проживання штамів в різних екологічних нішах. Відомо, що процес штамової  мікроеволюції в конкретних екологічних нішах супроводжується змінами в нуклеотидній послідовності хромосомної ДНК [Kondratyeva, 1999].  
Оскільки штами A. ferrooxidans відграють найбільш важливу роль в прикладній біотехнології, а саме у процесі вилуговування металів з відвалів, їх вивчення на молекулярному рівні має велике значення для кращого розуміння філогенезу між видами, залежності між геномною і фенотипічною  мінливістю штамів A. ferrooxidans для визначення мікроеволюційних механізмів утворення нових, важливих для біотехнологічних процесів штамів. Саме ці штами постають об’єктом вивчення даної роботи.
Вважається, що можна порівняти генотип штамів, ізольованих з різних географічних зон і місць проживання, який обумовлений подібними умовами мікрооточення, відповідального за селекційний тиск на штами. Каравайко Г. І. з співавторами об’єднали в одну генотипічну групу штами A. ferrooxidans DBS, YP-3, DX-1, TSK-1 і ATCC 19859, виділені з пірит-халькопірітових руд і мідних рудників, розташованих в різних географічних районах. Високу генетичну спорідненість цих штамів автори пов'язують з однаковими селективними умовами місць проживання [Канаєва, 2015; Тупикина, 2008; Karavaiko, 1998].
На даний час дані про поширення, різноманітність та властивості штамів A. ferrooxidans в техногенних відходах вугільної та енергетичної промисловості (відвальних продуктах паливно-енергетичного комплексу України) досить обмежені. Вивчення їх основних біологічних і молекулярно-генетичних властивостей, їх подібність до типового штамом A. ferrooxidans ATCC 23270 має важливе теоретичне і практичне значення для екобіотехнології. Подальші дослідження та аналіз штамів ацидофільних хемолітотрофних бактерій дадуть змогу оптимізувати методи індустріальної аплікації біологічно значущих штамів, здатних до участі у процесах вилуговування металів, в тому числі і рідкісних.
Мета даної роботи полягає у вивченні найбільш суттєвих для сучаних біотехнологічних методів фенотипічних і генотипічних  характеристик  штамів A. ferrooxidans, ізольованих з відходів вугільної та енергетичної промисловості України.
Об’єкт дослідження – фенотипічні та генотипічні ознаки штамів АХБ, перспективних для екобіотехнології.
Предмет дослідження – ступень генетичного поліморфізму штамів ацидофільних хемолітотрофних бактерій в залежності від тиска середовища, з якого вони були ізольовані.
Для досягнення вищезазначеної мети роботи вирішували такі завдання:
1. Аналіз фенотипічних ознак представників A. ferrooxidans, котрі були ізольовані з техногенних відвалів промисловості;
2. Вивчення генотипічного поліморфізму штамів виду A. ferrooxidans;
3. З’ясування залежності генетичної варіабельності штамів від                           первинного місця виділення.

























ВИСНОВКИ
1. При порівнянні фенотипічних властивостей штамів А. ferrooxidans, було визначено дві групи штамів із різним ступенем різноманіття фенотипічних ознак, особливо корисних для біотехнології . Найбільш подібними між собою були штами A. ferrooxidans Lv black 37 та A. ferrooxidans Lv red. Другу групу подібних штамів за фенотиповими ознаками склали  
A. ferrooxidans Lad 27 і A. ferrooxidans Lad 5, та A. ferrooxidans DТV (Додаток, табл. 2, 3, 4). 
2. При проведенні досліджень генотипічних ознак штамів 
А. ferrooxidans було виявлено, що штами A. ferrooxidans Lv black 37 і 
A. ferrooxidans Lv red 9 (Червоноградська ЦЗФ) та штами A. ferrooxidans 
Lad 27,  A. ferrooxidans Lad 5 (Ладіжінська ТЕС) і A. ferrooxidans DTV 1 (Добротвірська ТЕС) є відповідно генетично спорідненими (рис. 3). У той самий час, усі штами є подібними до типового штаму A. ferrooxidans АТСС 23270; ступень подібності склав 71,0-76,0 % (рис. 2).
3. Порівняльна оцінка двох вищевикладених результатів доводить, що не зважаючи на на фенотипову ідентичність даних штамів, за генотипічними властивостями вони розподіляються в залежності від первинних місць виділення.
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