


1. Общие положения

1.1 Альгологическая  коллекция  (далее  ACSSI)  имеет  организационно-правовой  статус

научного  подразделения  (группы)  в  структуре  Института  физико-химических  и

биологических  проблем  почвоведения  Российской  академии  наук  (ИФХиБПП  РАН)  –

обособленного  подразделения  Федерального  государственного  бюджетного  учреждения

науки «Федеральный исследовательский центр «Пущинский научный центр биологических

исследований Российской академии наук» (ФИЦ ПНЦБИ РАН).

1.2 Коллекция  ACSSI включает  чистые  культуры (штаммы) новых для  науки  или флоры,

редких и сложных с таксономической точки зрения видов цианобактерий и водорослей, в том

числе  аутентичные  (референсные)  штаммы,  а  также  штаммы  с  уникальными

биотехнологическими  свойствами,  выделенные  преимущественно  из  наземных  экосистем

России. Официальный акроним (международный индекс) — ACSSI (Algal Collection of Soil

Science Institute).

1.3 Общая численность фонда ACSSI — более 400 штаммов цианобактерий, зеленых, желто-

зеленых, эустигматофитовых и харофитовых водорослей. Коллекция  ACSSI является одним

из  центров  депонирования  типовых  аутентичных  штаммов  новых  для  науки  таксонов

цианобактерий и водорослей, валидированных в соответствии с Международным кодексом

номенклатуры водорослей, грибов и растений (International Code of Nomenclature of algae,

fungi, and plants).

1.4 Штаммы Альгологической коллекции обеспечивают научно-исследовательские работы в

области  биоразнообразия,  систематики,  экологии,  филогении  и  биотехнологии почвенных

цианобактерий  и  водорослей,  используются  в  образовательных  целях  при  проведении

стажировок  молодых  специалистов  по  обучению  методам  изоляции,  очистки,

культивирования, морфологической и молекулярно-генетической идентификации водорослей

и цианобактерий,  а  также в  научно-технической деятельности по запросам коммерческих

предприятий или индивидуальных предпринимателей.

1.5 Основные  правила  работы  с  фондом  ACSSI определены  в  Положении  об

«Альгологической  коллекции  ИФХиБПП  РАН»,  опубликованном  в  открытом  доступе  на

сайте коллекции по ссылке  http://acssi.org/images/stories/docs/statute.pdf (утв. врио директора

ИФХиБПП РАН 27 декабря 2016 г.).

1.6 Коллекция  ACSSI зарегистрирована  в  реестре  Современной  исследовательской

структуры  Российской  федерации  как  Уникальная  научная  установка  (https://ckp-

rf.ru/usu/761664/?sphrase_id=9656867).
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1.7 ACSSI зарегистрирована во Всемирной Федерации коллекций культур (World Federation

for Culture Collections, WFCC) под номером 1132.

1.8  Площадь,  занимаемая  коллекцией,  составляет  50  кв.м,  включая  лабораторную,

культуральную  и  складскую  комнаты,  в  здании  ИФХиБПП  РАН  (г.  Пущино,  ул.

Институтская, д. 2. к. 2).

1.9 Технологический  паспорт  представляет  оптимизированные  протоколы  стандартных

операционных процедур (СОП) и является методическим обоснованием для осуществления

коллекционной деятельности.

2. Материально-техническая база коллекции 

2.1 Перечень приборов и оборудования, используемого ACSSI в работе, опубликован на сайте

коллекции по ссылке http://acssi.org/index.php/equipment.

2.2  Персонал коллекции владеет комплексом современных методов для изоляции, очистки,

культивирования,  морфологической  и  молекулярно-генетической  идентификации

цианобактерий и водорослей.

3. Перечень стандартных операционных процедур (СОП) Альгологической коллекции 

1. СОП ПО ПОДГОТОВКЕ СТЕРИЛЬНОЙ ПОСУДЫ

2. СОП ПО ПРИГОТОВЛЕНИЮ ПИТАТЕЛЬНЫХ СРЕД

3. СОП ПО ПЕРИОДИЧЕСКОМУ ПЕРЕСЕВУ ШТАММОВ

4. СОП ПО ПРОВЕРКЕ АУТЕНТИЧНОСТИ ШТАММОВ

5.  СОП ПО  ПОЛУЧЕНИЮ  НАКОПИТЕЛЬНЫХ  КУЛЬТУР  ЦИАНОБАКТЕРИЙ  И

ВОДОРОСЛЕЙ ИЗ ПОЧВЫ

6. СОП  ПО  ВЫДЕЛЕНИЮ  АЛЬГОЛОГИЧЕСКИ  ЧИСТЫХ  ШТАММОВ

ЦИАНОБАКТЕРИЙ И ВОДОРОСЛЕЙ ИЗ НАКОПИТЕЛЬНЫХ КУЛЬТУР

7. СОП ПО ПРОВЕРКЕ ЧИСТОТЫ ШТАММОВ

8. СОП ПО МОРФОЛОГИЧЕСКОЙ ИДЕНТИФИКАЦИИ ШТАММОВ ЦИАНОБАКТЕРИЙ

И ЭУКАРИОТИЧЕСКИХ ВОДОРОСЛЕЙ

9.  СОП  ПО  МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧЕСКОЙ  ИДЕНТИФИКАЦИИ  ШТАММОВ

ЦИАНОБАКТЕРИЙ И ЭУКАРИОТИЧЕСКИХ ВОДОРОСЛЕЙ

10.  СОП  ПО  ВВЕДЕНИЮ  (ДЕПОНИРОВАНИЮ)  ШТАММОВ  ЦИАНОБАКТЕРИЙ  И

ВОДОРОСЛЕЙ В ФОНД

11.  СОП  ПО  ПОДГОТОВКЕ  К  ВЫДАЧЕ  ШТАММОВ  ЦИАНОБАКТЕРИЙ  И

ВОДОРОСЛЕЙ ФОНДА 
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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ

dH2O – дистиллированная вода

milliQ-вода – вода высокой степени очистки I типа

nifH – ген, кодирующий γ-субъединицу нитрогеназы

nifD — ген, кодирующий α-субъединицу нитрогеназы 

rbcL – ген, кодирующий большую субъединицу фермента рибулозобифосфат-карбоксилазы

tufA – ген, кодирующий фактор элонгации Tu, который играет центральную роль в синтезе

белка

БСА — бычий сывороточный альбумин

ДМСО — диметилсульфоксид

ДНК – дезоксирибонуклеиновая кислота

п.н. – пар нуклеотидов

ПЦР – полимеразная цепная реакция

СОП — стандартная операционная процедура

ТАЕ-буфер – трис-ацетатный буфер с ЭДТА

УФ – ультрафиолетовое облучение

ЭДТА — этилендиаминтетрауксусная кислота
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1. СОП ПО ПОДГОТОВКЕ СТЕРИЛЬНОЙ ПОСУДЫ

1.1 Подготовка новой многоразовой стеклянной посуды для культивирования штаммов

водорослей и цианобактерий

1.1.1  Перед  первичным  использованием  новую  посуду  моют  хромовой  смесью,

приготовленной заранее. Процедура приготовления хромовой смеси описана в разделе 1.7. 

(!)  Все  манипуляции  с  хромовой  смесью  необходимо  проводить,  используя  вытяжную

вентиляцию и защитную одежду (резиновые перчатки, халат).

1.1.2  Хромовую  смесь  наливают  в  каждый  сосуд  до  1/3-1/4  его  объема,  после  этого

осторожно омывают его внутренние стенки. 

1.1.3 Остатки хромовой смеси выливаются в специальный подписанный сосуд, в котором она

хранится в вытяжной шкафу. 

1.1.4  Обработанную  хромовой смесью посуду оставляют  на  сутки  в  закрытом вытяжном

шкафу для протекания реакции окисления. 

1.1.5 Далее хромовую смесь с посуды смывают водопроводной водой. 

1.1.6 Для полной очистки от нее стеклянную посуду необходимо прополоскать не менее 10

раз. Затем посуду ополаскивают один-два раза dH2O. 

(!)  На  хорошо  очищенном  и  обезжиренном  стекле  вода  растекается  тонким  слоем,  не

собираясь в капли.

1.1.7 Вымытую посуду сушат при комнатной температуре или в сушильном шкафу при 120

ºС. 

1.1.8 Высушенные стеклянные колбы и пробирки закрывают ватно-марлевыми пробками (п.

1.4), которые покрывают защитными колпачками из крафтовой бумаги или фольги.  Упаковки

пробирок и колпачки на колбах завязывают веревкой. Чашки Петри собирают в стопки по 3-5

и, заворачивают в крафтовую бумагу.

1.1.9 Подготовленную стеклянную посуду помещают в сушильный шкаф и стерилизуют при

температуре 170°C в течение 2-х часов. 

1.1.10  Стерильную  посуду  помещают  на  отдельные  полки  для  стерильной  посуды  в

лабораторной комнате.

1.2 Подготовка использованной многоразовой стеклянной посуды для культивирования

штаммов  водорослей  и  цианобактерий  (чашки  Петри,  колбы,  пробирки)  и  ватных

пробок. 

1.2.1 Чашки Петри и пробирки с агаризованной средой освобождают от агара с биомассой

водорослей, заливают водопроводной водой с добавлением моющего средства (детергента) и
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оставляют на ночь. 

1.2.2  Каждую  чашку  и  пробирку  хорошо  моют  ершиком  в  водопроводной  воде  с

применением моющего средства. 

1.2.3 При сложных загрязнениях используют хромовую смесь. 

1.2.4 Затем посуду ополаскивают два-три раза dH2O. 

1.2.5 Чистую посуду сушат при комнатной температуре или в сушильном шкафу при 120°C и

стерилизуют как описано в п. 1.1.8-1.1.10.

1.2.6  Агар  с  биомассой  водорослей  помещают  в  мусорный  пакет,  плотно  завязывают  и

утилизируют как бытовые отходы.

1.2.7 Колбы с жидкой средой освобождают от пробок в культуральной комнате. 

1.2.8 Стерилизация биологического материала в колбах проводится в автоклаве в течение 20

минут при 121°С, 1 атм. 

1.2.9 После автоклавирования культуральную жидкость сливают в канализацию. 

1.2.10  Колбы моют ершиком под водопроводной водой с  добавлением моющего  средства

(детергента). 

1.2.11 Затем заливают хромовой смесью и оставляют на 1 час. 

1.2.12 Промывают водопроводной водой и ополаскивают dH2O. 

1.2.13 Сушат в сушильном шкафу при температуре 120°C и стерилизуют как описано в п.

1.1.8-1.1.10.

1.2.14 Ватно-марлевые пробки заворачивают в крафт-бумагу и обрабатывают термически в

сушильном шкафу при температуре 170°C в течение 2-х часов. 

1.2.15 Целлюлозные пробки помещают в пластиковый контейнер или пакет для стерилизации

и обеззараживают в автоклаве в течение 20 минут при 121°С, 1 атм.

1.3 Подготовка многоразовой стеклянной посуды для приготовления, стерилизации и

хранения питательных сред

Для  приготовления,  стерилизации  и  хранения  питательных  сред  используют  стеклянные

бутыли с винтовыми пластиковыми крышками различного объема (250, 500, 1000 мл).

1.3.1 Новые и использованные стеклянные бутыли очищают от загрязнений и остатков агара

с помощью ершика, водопроводной воды и моющего средства (детергента). 

(!) Необходимо избегать попадания агара в сток раковины. 

1.3.2  Если  среда  в  колбах  была  контаминирована,  осуществляется  ее  стерилизация,  как

описано в п. 1.2.8. 

1.3.3 При сильном загрязнении посуда обрабатывается хромовой смесью, как описано в п.
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1.2.1.

1.3.4  Остатки  детергента  или  хромовой  смеси  удаляются  десятикратным  полосканием  в

водопроводной воде и двух-трехкратным ополаскиванием dH2O.

1.3.5 Чистая посуда высушивается при комнатной температуре или в сушильном шкафу при

120°С.

1.3.6 Сухая посуда для предотвращения попадания пыли закрывается крышками и фольгой и

ставится до использования в лабораторный шкаф.

1.4.  Использование  стерильной  одноразовой  пластиковой  посуды  (культуральные

пробирки и чашки Петри) 

1.4.1  Стерильные  культуральные  пробирки  и  чашки  Петри  в  индивидуальных  упаковках

хранятся в культуральной комнате.

1.4.2  В  ламинарных  шкаф  новую  пластиковую  одноразовую  посуду  вносят  перед

использованием и обрабатывают УФ.

1.4.3. Использованная пластиковая одноразовая посуда утилизируется как бытовые отходы.

1.5 Использование нестерильной одноразовой пластиковой посуды (наконечники для

дозаторов и пробирок типа Эппендорф) и многоразовых пластиковых ванночек

1.5.1 Нестерильные наконечники для дозаторов помещаются в коробки-штативы в ПЦР боксе

с помощью пинцета.

1.5.2 Пробирки типа Эппендорф насыпаются в стеклянный стакан и закрываются крышкой

из фольги.

1.5.3  Многоразовые  пластиковые  ванночки  очищают  от  загрязнений  и  остатков  жидкой

питательной  среды  с  помощью  ершика,  водопроводной  воды  и  моющего  средства

(детергента).  Высушиваются  при  комнатной  температуре  и  помещаются  в  пакет  для

стерилизации.

1.5.4 Обеззараживание проводят в автоклаве в течение 20 минут при 121°С, 1 атм. После

стерилизации предметы перемещают в ламинарный шкаф.

(!)  При  каждом  сеансе  автоклавирования  на  обеззараживаемые  предметы  обязательно

наклеивается индикаторная лента для контроля условий стерилизации.

1.6 Подготовка ватных пробок для колб

Чистые  стерильные  сухие  колбы  и  пробирки,  предназначенные  для  культивирования

водорослей  и  цианобактерий,  закрываются  ватными  пробками,  которые  служат  для

предохранения  культуры  от  контаминации  и  высыхания.  Через  пробку  осуществляется

газовый обмен с окружающей средой. 
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1.6.1 Для приготовления пробки лучше всего брать простую вату. Основа пробки – ватный

жгут, который делается вручную путем скручивания полоски ваты. Длина и толщина жгута

зависят  от  диаметра  пробирки  или  колбы.  На  жгут  послойно  плотно  накручиваются

небольшие полоски ваты до получения нужного диаметра.  Ширина полоски должна быть

равна длине будущей пробки. 

1.6.2  Готовая  пробка  оборачивается  в  марлевую  салфетку,  помещается  в  подходящую

пробирку или колбу, марля расправляется и затягивается в верхней части хлопчатобумажной

ниткой. Излишки марли и ниток обрезаются.

1.6.3 Пробка должна иметь форму цилиндра (но не коническую), 2/3 длины пробки должны

входить  в  горлышко колбы или пробирки.  Выступающая 1/3  часть  пробки должна иметь

достаточный размер для удобного захвата пробки пальцами при ее извлечении.

1.6.4  При  извлечении  правильно  изготовленной  пробки  раздается  характерный  звук  —

хлопок.  Ватные  пробки  должны  быть  достаточно  плотными,  чтобы  их  можно  было

многократно вставлять и вынимать, и чтобы при этом они сохраняли свою форму.

1.7 Приготовление хромовой смеси 

Хромовая смесь  - смесь концентрированной серной кислоты и бихромата калия, которая

является  сильным  окислителем.  Не  следует  применять  хромовую  смесь  в  случаях

загрязнения  лабораторного  оборудования  такими  веществами  как  воск,  парафин,

минеральные масла. Необходимо избегать попадания этилового спирта в хромовую смесь.

(!)  Приготовление  хромовой  смеси  необходимо  производить,  используя  вытяжную

вентиляцию и защитную одежду (перчатки, халат).

1.7.1 В фарфоровый стакан помещается навеска бихромата калия массой 9.2 г и добавляют

100 мл концентрированной серной кислоты, нагревают на кипящей водяной бане, помешивая

стеклянной палочкой до полного растворения бихромата калия (раствор бихромата калия с

массовой долей 5% в серной кислоте).

1.7.2  Хромовую  смесь  используют  в  остывшем состоянии.  Хранят  в  вытяжном  шкафу в

посуде со стеклянной пробкой до тех пор, пока она не приобретет зеленый цвет.

2. СОП ПО ПРИГОТОВЛЕНИЮ ПИТАТЕЛЬНЫХ СРЕД

2.1 Приготовление питательных сред

Общие правила приготовления сред для культивирования водорослей:

2.1.1 Используйте химические реактивы высокой степени очистки (хч, чда) и  воду высокой

степени очистки (milliQH2O).
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2.1.2 Удобно приготовить стоковые растворы отдельных компонентов среды объемом 50, 100

и 200 мл, которые хранятся в холодильнике, а их аликвоты применять для приготовления

рабочих растворов.

2.1.3 Если в среде отсутствует буфер (HEPES, MES), то рН регулируют путем добавления 1M

НCl или NaOH.

2.1.4 Для приготовления 1 л агаризованных сред обычно используют от 5 до 20 г агара (0.5-

2%).

2.1.5 Стандартный режим автоклавирования сред объемом до 0.5 л: 121ºC (1 атм.) в течение

20  мин.

2.1.6 Стоковые растворы для приготовления питательных сред периодически проверяют на

прозрачность и в случае её потери растворы переделывают.

Протокол приготовления модифицированной среды   BG  -11   и     BG  -11  N0

Питательная среда BG-11 используется для культивирования водорослей и безгетероцитных

цианобактерий; BG-11N0 - для гетероцитных цианобактерий.

Для приготовления 1 л жидкой среды необходимо:

- добавить первые 9 компонентов среды в указанном порядке (табл. 2.1) для  BG-11 или 8

компонентов без NaNO3 для BG-11N0 к 900 мл milliQH2O, перемешать,

- довести общий объем среды milliQH2O до 1 л, разлить поровну в две стеклянные бутыли с

винтовыми крышками объемом 1 л и автоклавировать (1 атм, 121°С, 20 мин),

- остудить среду до 50-60 ºС и в ламинарном боксе разлить в приготовленную посуду (чашки

Петри, пробирки).

Таблица 2.1. Компоненты для приготовления среды BG-11

№ Компонент Количество,

мл/л

Стоковая концентрация, 

г/200 мл milliQH2O
1 NaNO3 10 30
2 K2HPO4 10 0.8
3 MgSO4·7H2O 10 1.5
4 CaCl2·2H2O 10 0.72
5 Лимонная кислота 10 0.12
6 FeNH4 цитрат 10 0.12
7 Na2ЭДТА·2H2O 10 0.02
8 Na2CO3 10 0.4
9 Раствор микроэлементов 1 -

Для приготовления 1 л 1% агаризованной среды нужно:
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- добавить первые 9 компонентов среды объемом по 10 мл в указанном порядке (табл. 2.1)

для BG-11 или 8 компонентов без NaNO3 для BG-11 N0 к 900 мл milliQH2O, перемешать,

- довести общий объем среды milliQH2O до 1 л,

- в две стерильные стеклянные бутыли с винтовыми крышками объемом 1 л  добавить по 5 г

агара,

- к агару прилить 500 мл приготовленной жидкой среды,

- автоклавировать оба раствора  (1 атм, 121°С, 20 мин),

- остудить среду до 50-60ºС и разлить в ламинарном боксе в приготовленную посуду (чашки

Петри, пробирки).

Для приготовления 200 мл раствора микроэлементов нужно:

- добавить все компоненты в указанном порядке (табл. 2.2) к 200 мл dH2O, перемешать,

- довести общий объем раствора dH2O до 200 мл,

- хранить в холодильнике при +4°С.

Таблица 2.2. Компоненты для приготовления раствора микроэлементов

№ Компонент Количество,  г/200  мл

milliQH2O
1 H3BO3 0.572
2 MnCl2·4H2O 0.362
3 ZnSO4·7H2O 0.044
4 Na2MoO4·2H2O 0.078
5 CuSO4·5H2O 0.0158
6 Co(NO3)2·6H2O 0.00988

Протокол приготовления модифицированной среды Болда (  Bold   3  N     Medium  )

Питательная  среда  используется  для  культивирования  почвенных  водорослей  и

цианобактерий.

Для приготовления 1 л жидкой среды нужно:

- добавить первые 8 компонентов среды в указанном порядке (табл. 2.3) к 850 мл milliQH2O,

перемешать,

(!) Для приготовления 1% агаризованной среды добавить 10 г агара.

- довести общий объем среды milliQH2O до 1 л,

- разлить по 500 мл в две стерильные стеклянные бутыли с винтовыми крышками объемом 1

л,

- автоклавировать (1 атм, 121°С, 20 мин), остудить среду при комнатной температуре,
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- добавить витамин B12, перемешать и разлить в ламинарном боксе в подготовленную посуду

(чашки Петри, пробирки).

Таблица 2.3. Компоненты для приготовления среды Болда 

№ Компонент Количество,

мл/л

Стоковая концентрация,

г/200 мл milliQH2O
1 NaNO3 30 5
2 CaCl2·2H2O 10 0.5
3 MgSO4·7H2O 10 1.5
4 K2HPO4 10 1.5
5 KH2PO4 10 3.5
6 NaCl 10 0.5
7 Раствор микроэлементов P-IV 6
8 Почвенная вытяжка 40
9 Раствор витамина B12 1

Для приготовления 500 мл раствора микроэлементов P-IV нужно:

- добавить все компоненты в указанном порядке (табл. 2.4) к 450 мл milliQH2O, перемешать,

(!) Na2ЭДТА следует полностью растворить до добавления других компонентов,

- довести общий объем раствора milliQH2O до 500 мл,

- хранить в холодильнике при +4°С.

Таблица 2.4. Компоненты для приготовления раствора микроэлементов P-IV

№ Компонент Количество, г/500 мл milliQH2O
1 Na2EDTA·2H2O 0.375
2 FeCl3·6H2O 0.0485
3 MnCl2·4H2O 0.0205
4 ZnCl2 0.0025
5 CoCl2·6H2O 0.001
6 Na2MoO4·2H2O 0.002

Для приготовления 200 мл почвенной вытяжки нужно:

- высушить воздушно-сухую почву (лучше ту, из которой выделяете водоросли) при 150 °C в

течение 2-х часов. Охладить, накрыть емкость алюминиевой фольгой и хранить в темном

сухом месте при комнатной температуре.

- добавить к 3 г подготовленной почвы 1 мг CaCO3  и растворить смесь в 200 мл milliQH2O,

(!)  Добавление  CaCO3 опционально.  При  приготовлении  более  концентрированных

культуральных сред необходимо увеличить количество почвы.
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-  пастеризовать  суспензию  в  сухожаровом  шкафу  при  95  °C в  течение  15  минут.  Затем

увеличить температуру до 98 °C и пастеризовать еще 3 часа.  Эту процедуру необходимо

проводить подряд два дня с промежутками в 24 ч. За это время споры бактерий и грибов,

выжившие при 98°С прорастают, и вышедшие из них вегетативные клетки погибают при

следующем нагревании. Для почв с высоким обилием грибов и бактерий (например, лесные

почвы) рекомендуется добавить еще 1-2 этапа пастеризации.

- охладить почвенную вытяжку до комнатной температуры и профильтровать через фильтр

«красная лента»,

-  хранить  в  холодильнике  не  более  2-х  недель,  при  обнаружении  грибного  или

бактериального присутствия использовать почвенную вытяжку не следует.

Для приготовления 200 мл раствора витамина   B12 для среды Болда  нужно:

- приготовить 200 мл HEPES-буфера: растворить 2.4 г HEPES в 200 мл milliQH2O, довести pH

до 7.8,

- добавить 0.027 г витамина B12, перемешать,

- стерилизовать раствор через фильтр с диаметром пор не более 0.45 мкм. Хранить в темноте

при -20ºC.

Протокол приготовления среды Бристоль (  Bristol     Medium  )

Питательная среда используется для культивирования водорослей.

Для приготовления 1 л среды нужно:

-  добавить  все  компоненты  среды  в  указанном  порядке  (табл.  2.5)  к  900  мл  milliQH2O,

перемешать,

(!) Для приготовления 1% агаризованной среды добавить 10 г агара.

- довести общий объем среды milliQH2O до 1 л,

- разлить по 500 мл в две стерильные стеклянные бутыли с винтовыми крышками на 1 л,

- автоклавировать (1 атм, 121°С, 20 мин), остудить среду до температуры 50-60 ºС, разлить в

ламинарном боксе в приготовленную посуду (чашки Петри, пробирки).

Таблица 2.5. Компоненты для приготовления среды Бристоль (Bristol)

№ Компонент Количество, мл/л Стоковая концентрация,

г/200 мл dH2O
1 NaNO3 10 5
2 CaCl2·2H2O 10 0.5
3 MgSO4·7H2O 10 1.5

12



4 K2HPO4 10 1.5
5 KH2PO4 10 3.5
6 NaCl 10 0.5

П  ротокол приготовление среды   Cyanophycean Medium 

Питательная среда используется для культивирования цианобактерий.

Для приготовления 1 л среды нужно:

-  добавить  все  компоненты  среды  в  указанном  порядке  (табл.  2.6)  к  900  мл  milliQH2O,

перемешать,

- довести общий объем milliQH2O до 1 л.

(!) Для приготовления 1% агаризованной среды добавить 10 г агара.

- автоклавировать (1 атм, 121°С, 20 мин), остудить среду до температуры 50-60ºС, разлить в

ламинарном боксе в подготовленную посуду (чашки Петри, пробирки).

Таблица 2.6. Компоненты для приготовления среды Cyanophycean

№ Компонент Количество,

г/л

Конечная концентрация,

мМ
1 КNO3 5 10
2 K2HPO4 0.05 1
3 MgSO4·7H2O 0.05 3
4 Раствор микроэлементов P-IV 6 мл/л -

Способ  приготовления  раствора  микроэлементов  P-IV  указан  выше,  концентрации

приведены в табл. 2.4.

Протокол приготовления среды   LB   (Luria-Bertani)

Тестовая среда на контаминацию. Для приготовления 1 л среды нужно:

-  добавить  все  компоненты  среды  в  указанном  порядке  (табл.  2.7)  к  900  мл  milliQH2O,

перемешать,

- довести общий объем milliQH2O до 1 л.

- довести рН до 7.5 с помощью NaOH.

(!) Для приготовления 1.5% агаризованной среды добавить 15 г агара.

- автоклавировать (1 атм, 121°С, 20 мин), остудить среду до температуры 50-60 ºС, разлить в

подготовленную посуду (чашки Петри).

Таблица 2.7. Компоненты для приготовления среды LB
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№ Компонент Количество, г/л Стоковая концентрация
1 Триптон 10 -
2 Дрожжевой экстракт 5 -
3 NaCl 10 -

3. СОП ПО ПЕРИОДИЧЕСКОМУ ПЕРЕСЕВУ ШТАММОВ

Каждый  штамм  коллекционного  фонда  поддерживается  в  жизнеспособном  состоянии

методом периодических пересевов сотрудниками Коллекции.

Все работы по пересеву штаммов Коллекции производятся в чистой культуральной комнате в

ламинарном  боксе.  Для  работы  в  ламинарном  боксе  используют  лабораторный  халат,

предназначенный только для ламинарного бокса. 

Все инструменты (петли, пипетки, пинцеты) используются только в ламинарном боксе.

3.1 Подготовка культуральной комнаты и ламинарного бокса к работе

3.1.1  Мебель  и  пол  в  культуральной  комнате  ежемесячно  обрабатывают  коммерческими

дезинфицирующими растворами или готовят путем добавления в  воду моющего средства

«Белизны»,  содержащей  гипохлорит  натрия,  в  соответствии  с  инструкцией  по  ее

применению. Работы с дезинфицирующими средствами проводят в перчатках.

3.1.2  Перед  началом  работы  поверхность  стола  в  ламинарном  боксе  протирают  95%

раствором этилового спирта, кладут стерильную бумажную салфетку и помещают в бокс все

предметы,  которые можно подвергать  ультрафиолетовому (УФ) облучению: банки,  колбы,

пробирки и чашки со средами, стерильную посуду. 

(!) Пробирки, колбы и чашки с культурами, а также среды, содержащие антибиотики НЕ

СЛЕДУЕТ подвергать УФ облучению. 

3.1.3 Затем на 15 мин включают УФ облучение в боксе. 

3.1.4 После окончания времени стерилизации в боксе включают режим продувки. 

3.1.5  После  этого  заносят  культуры,  которые планируется  пересевать.  Работа  в  ламинаре

ведется  в  латексных или нитриловых перчатках,  руки и поверхность стола обрабатывают

95% раствором этилового спирта. 

(!) После каждого выноса рук из стерильной среды необходима их повторная обработка

спиртом.

3.2 Разлив сред

Все манипуляции с предметами проводят на стерильной бумажной салфетке, постеленной на

стол.

3.2.1 Подготовка сред к разливу

-  агаризованную  среду обычно  разливают сразу  после  автоклавирования  (предварительно
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остудив  до  50-60°С).  Горячую  колбу  держат  резиновой  прихваткой,  которая  хранится  в

ламинарном боксе.

- жидкие среды разливаются в нужном объеме после автоклавирования и охлаждения их до

комнатной температуры. Оставшийся объем хранится в банке,  закрытой пробкой,  которая

защищена алюминиевой фольгой, в ламинарном боксе. 

- если требуется добавка в среду компонентов, стерилизуемых фильтрацией (микроэлементы,

витамины, антибиотики), смешивание компонентов производится в ламинарном боксе, после

того  как  посуда  подготовлена  к  разливу (см.  раздел  1.3).  После  добавления  каждого

компонента среда тщательно перемешивается. 

(!) Важно не допускать застывания среды, так как повторный нагрев смешанной среды

невозможен. 

3.2.2 Подготовка посуды к разливу среды

-  из  упаковки  достают  необходимое  количество  стерильных  пробирок  и  выставляют  на

стерильном штативе для культуральных пробирок. Рядом клеят стикер с названием среды,

которую планируют в них разливать. Рядом ставят подставку для скошенного агара. 

-  чашки Петри достают из индивидуальных упаковок. Чашки складывают в стопку по 20

штук  или  меньшего  необходимого  количества  крышками  вверх.  Рядом  клеят  стикер  с

названием  среды,  которую  планируют  в  них  разливать.  Если  в  среду  добавляется

антибиотик/фунгицид, то указывают его название и концентрацию. 

- с колб снимают защитные колпачки из крафтовой бумаги/фольги, подписывают название

сред. Если в среду добавляется антибиотик, указывают его название и концентрацию.

3.2.3 Разлив агаризованной среды в пробирки для приготовления скошенного агара. 

- из банки переливают 50 мл среды в стерильный стаканчик, из которого далее разливают

среду по пробиркам. Накрывают его кусочком фольги оставляя открытым слив. Когда среда в

стакане заканчивается, ее подливают из бутылки.

- пробирку берут в правую руку,  левой вынимают пробку, плотно обхватив ее большим и

указательным пальцами. 

(!) Необходимо избегать контакта пробки с какими-либо предметами в ламинарном боксе. 

- не перекладывая пробку на стол, пробирку перемещают в левую руку и фиксируют ее при

помощи остальных  пальцев  руки.  Таким  образом,  в  левой  руке  одновременно  находятся

пробирка и ее пробка. 

- в правую руку берут стаканчик и наливают в пробирку среду на 1/3 от ее объема. 

- стакан ставят на стол и закрывают пробирку пробкой. 
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-  если  среда  попала  на  поверхность  пробирки,  ее  удаляют  салфеткой,  смоченной  95%

этиловым спиртом. 

- на пробирке подписывают название среды. 

- затем пробирки со средой укладывают на подставку для скошенного агара таким образом,

чтобы надпись с названием среды оказалась сверху. 

(!) Нельзя выставлять пробирки на штатив или переворачивать их до застывания агара. 

- посев в пробирки может производиться как в тот же день после застывания среды, так и

через 2-3 дня. Все это время пробирки хранятся в ламинарном боксе. 

3.2.4 Разлив агаризованной среды в чашки Петри. 

- из стопки берут чашку Петри и ставят ее на бумажную салфетку.

- приподнимают крышку и наливают среду таким образом, чтобы ее уровень был ниже края

чашки на 2-3 мм (25-30 мл в чашку диаметром 90 мм). Закрывают крышку. 

-  на эту чашку Петри ставят следующую из стопки чашку и снова наливают среду.  Тоже

проделывают  с  остальными чашками  Петри  из  стопки.  Такой  способ  помогает  избежать

образования  конденсата  на  крышках  чашек.  На образовавшуюся  стопочку клеят стикер  с

названием среды.

- чашки с агаризованной средой лучше использовать на следующий день или через 2-3 дня.

За это время поверхность агара подсохнет. 

- после застывания агара чашки закрывают лентой Parafilm и хранят в ламинарном боксе. Все

манипуляции с ними производят, держа их дном вверх. 

-  чашки  с  добавленными антибиотиками  надо  вынимать  из  ламинарного  бокса  во  время

стерилизации УФ облучением, так как пластик пропускает УФ лучи, и антибиотик может

разрушиться  под  действием  облучения.  Или  использовать  стеклянные  чашки  Петри  для

среды с антибиотиком.

3.2.5 Разлив жидкой среды по стеклянным колбам и флаконам для биологических работ. 

- колбу берут в левую руку, правой вынимают пробку.

- наливают среду на 1/3 объема колбы и затыкают/закрывают пробкой.

- посев в колбы и флаконы осуществляют в тот же день.

3.3 Подготовка культур к пересеву

3.3.1 Культуры для пересева готовятся в соответствии с данными  Журнала наблюдений и

контроля чистоты штаммов (далее — Журнал), где указан шифр (номер  ACSSI), среда для

хранения и среда для пересева и отмечено состояние штамма. 

3.3.2  Периодичность  пересевов  устанавливается  опытным  путем  или  следует  из
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рекомендаций депозитора штамма и может составлять от одного до шести месяцев.

3.3.3 Культуры, хранящиеся в холодильнике, перед пересевом необходимо достать и нагреть

до комнатной температуры в течение нескольких часов. 

3.3.4 Штаммы, хранящиеся в пробирках,  выставляют на штативах,  группируя их по типу

среды. 

3.3.5 В первую очередь к пересеву готовят чистые культуры. Культуры, в которых ранее была

отмечена  бактериальная  контаминация,  пересеваются  следующими.  Затем  пересевают

штаммы, в которых была отмечена грибная контаминация. 

3.3.6  Пробирки,  чашки  Петри,  колбы,  флаконы  вносят  в  ламинарный  бокс  небольшими

партиями.

3.3.7 Если необходимо пересеять в тот же день большее количество штаммов, то лучше их

разделить  на  несколько  групп,  после  каждой  из  которых  провести  цикл  стерилизации

ламинарного бокса.

3.4 Пересев культур

3.4.1 Для работы с микроорганизмами используют специальные бактериологические петли и

пипетки.

3.4.2 При работе с культурами в ламинарном боксе следует:

- ничего не проносить над открытыми емкостями и перевернутыми пробками;

- не оставлять открытыми дольше, чем это необходимо, коробки с наконечниками, банки со

средами, пробирки, чашки Петри, стаканчики;

- особенно внимательно относиться к тем местам у инструментов,  откуда грязь способна

легко проникнуть в среду;

- не прикасаться к горлышку рядом с пробкой;

-  соблюдать  разделение  чистой  и  грязной  зоны  (например,  слева  чистая  зона  с

подготовленными колбами со средой, посередине колбы с культурами для пересева, справа

емкость для мусора).

3.4.3 Посев на плотные питательные среды в пробирки со скошенным агаром

3.4.3.1 Пересев из пробирки в пробирку.

-  петлю  опускают  в  банку  с  95%  этиловым  спиртом  и  прожигают  в  электрическом

стерилизаторе петель (далее - стерилизатор) до красного каления.

- берут пробирку в левую руку, а правой вынимают пробку плотно обхватив ее безымянным

пальцем и мизинцем. 

- удерживая другими пальцами правой руки петлю, вносят ее в стерилизатор и прожигают до
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красного каления. 

-  остужают  петлю  в  агаре  и  остывшей  петлей  набирают  посевной  материал,  после  чего

закрывают  пробирку  пробкой.  Внимательно  следят  за  тем,  чтобы  петля  с  посевным

материалом ни к чему не прикасалась. 

- кладут закрытую пробирку на салфетку. 

- берут подготовленную чистую пробирку для пересева в левую руку. 

- правой вынимают пробку плотно обхватив ее безымянным пальцем и мизинцем, удерживая

другими пальцами правой руки петлю с посевным материалом. 

- далее в пробирку вносят петлю с посевным материалом, опуская ее до уровня конденсата в

нижней части  среды,  и  зигзагообразным движением распределяют посевной материал по

скошенной поверхности агара вверх. 

- затем в нижней части агара делают прокол петлей с остатками посевного материала. 

- вынув петлю, пробирку и закрывают ее пробкой. 

- петлю тщательно прожигают и кладут на штатив. 

- повторяют ту же последовательность действий со второй пробиркой для того же штамма.

- пробирки заклеивают лентой  Parafilm, подписывают пробирки (указывают шифр штамма,

дату пересева и название среды). 

- пробирку, с которой производился пересев, помечают - ставят точку. 

- все три пробирки размещают рядом на штативе. 

- при переходе к пересеву следующего штамма петлю опускают в банку с 95% этиловым

спиртом и прожигают в стерилизаторе.

3.4.3.2 Пересев из чашки Петри в пробирку.

- петлю опускают в банку с 95% этиловым спиртом и прожигают в стерилизаторе до красного

каления.

- берут чашку Петри и визуально отмечают участок, с которого будет осуществляться пересев

штамма. 

- отклеивают ленту Parafilm. 

- приоткрыв крышку, но не сняв ее полностью, осторожно сливают конденсат в емкость для

слива, а затем аккуратно стряхивают капли. 

- ставят чашку Петри на середину стола на бумажную салфетку дном вверх. 

- чашку Петри берут в левую руку. 

- далее все манипуляции с чашкой проводят этой же рукой. 

- петлю прожигают в стерилизаторе до красного каления. 
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-  приоткрывают крышку чашки Петри настолько,  чтобы в образующуюся щель  свободно

проходила петля. 

-  остужают  петлю  в  агаре  и  остывшей  петлей  соскребающими  движениями  подцепляют

материал (с тонкого конца штриха или с участка, где нет контаминации). 

- закрывают чашку Петри и ставят на стол.

- берут подготовленную чистую пробирку для пересева в левую руку.

- правой вынимают пробку плотно обхватив ее безымянным пальцем и мизинцем, удерживая

другими пальцами правой руки петлю с посевным материалом. 

- далее в пробирку вносят петлю с посевным материалом, опуская ее до уровня конденсата в

нижней части  среды,  и  зигзагообразным движением распределяют посевной материал по

скошенной поверхности агара вверх. 

- затем в нижней части агара делают прокол петлей с остатками посевного материала. 

- вынув петлю, пробирку закрывают пробкой. 

- петлю тщательно прожигают в стерилизаторе и кладут на штатив. 

- повторяют ту же последовательность действий со второй пробиркой для того же штамма.

- пробирки и чашку Петри заклеивают лентой Parafilm, подписывают пробирки (указывают

шифр штамма, дату пересева и название среды). 

- чашку Петри, с которой производился пересев, помечают - ставят точку. 

- пробирки размещают на штативе. 

- чашку Петри ставят рядом. 

- при переходе к пересеву следующего штамма петлю опускают в банку с 95%  этиловым

спиртом и прожигают в стерилизаторе.

3.4.4 Посев на плотные питательные среды в чашки Петри

- выставляют на середину стола чашку, с которой будет сделан пересев, и чашку со свежей

средой. 

-  берут  исходную  чашку  и  отмечают  участок,  с  которого  будет  осуществляться  пересев

штамма. 

- снимают защитную ленту Parafilm. 

- приоткрыв крышку, но не сняв ее полностью, осторожно сливают конденсат в емкость для

слива, а затем аккуратно стряхивают капли. 

- петлю опускают в банку с 95% этиловым спиртом и прожигают в стерилизаторе до красного

каления.

-  приоткрывают крышку чашки Петри настолько,  чтобы в образующуюся щель  свободно
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проходила петля.

-  остужают  петлю  в  агаре  и  остывшей  петлей  соскребающими  движениями  подцепляют

материал (с тонкого конца штриха или с участка, где нет контаминации).

- закрывают чашку Петри и ставят на стол.

- берут в туже руку новую чистую чашку Петри. Приоткрывают ее.

- петлю с материалом культуры кладут плашмя на питательную среду, чтобы не поцарапать, и

наносят материал зигзагообразными движениями (штрихом) по всей поверхности агара, не

отрывая от среды (частый вначале и редкий в конце).

- исходную чашку и чашку с культурой после пересева снова заклеивают лентой Parafilm.

- чашку с новой культурой подписывают (указывают шифр штамма, дату пересева и название

среды).

- чашку Петри, с которой производился пересев, помечают - ставят точку.

- чашки ставят в стопку, где исходник располагается внизу. 

3.4.5 Посев на жидкие питательные среды в колбы Эрленмейера и культуральные флаконы

Посев может производиться как петлей с твердой среды, так и пипеткой с жидкой среды.

3.4.5.1 Посев петлей с твердой среды. 

- на стерильную петлю набирают материал из пробирки или чашки Петри, как описано выше.

- затем открывают колбу или флакон со свежей жидкой средой и осторожно вносят посевной

материал на бактериологической петле, легко встряхивают в верхнем слое питательной среды

или растирают по стенке, смывая его жидкой средой.

- закрывают колбу или флакон пробкой.

- подписывают (дата, среда, номер штамма).

3.4.5.2 Посев пипеткой из жидкой среды. 

-  ставят  на  бумажную  салфетку  упаковку  со  стерильными пластиковыми наконечниками

нужного объема (1 мл, 10 мл) для пипетки.

- в правую руку берут пипетку нужного объема, выставляют объем, открывают упаковку с

наконечниками, надевают наконечник, упаковку закрывают.

- открывают исходную культуру и колбу или флакон со свежей средой.

- пробки держат мизинцем и безымянным пальцами левой руки.

- опускают в колбу с культурой пипетку, отбирают определенное количество материала.

- переносят его в колбу или флакон со свежей питательной средой, внося пипетку вглубь

среды, и выпускают содержащийся в ней материал.

- колбы или флаконы закрывают пробками.
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- наконечник сбрасывают в емкость для мусора.

- подписывают колбу (дата, среда, номер штамма).

3.4.5.3 После окончания пересевов на все колбы надевают защитные колпачки из крафтовой

бумаги/фольги и обвязывают их ниткой.

3.4.5.4  Исходные  пробирки  с  культурами,  с  которых  был  произведен  пересев,  ставят  в

штативы  для  хранения  старых  культур,  колбы  помещают  на  нижние  полки  шкафов  для

хранения.

3.4.6 Стеклянные чашки Петри и колбы с предыдущих пересевов и те, которые не подлежат

хранению, помещают в тележку для грязной посуды и затем моют, как описано в СОП по

подготовке стерильной посуды. 

3.4.7  Пробирки,  чашки  Петри,  колбы  и  флаконы с  пересеянным материалом  отмечают  в

Журнале, проставляя дату пересева, и ставят на рост в климатостат. 

3.4.8  По  прошествии  7-20  дней  пересеянные  культуры  проверяют  на  жизнеспособность:

культуры, в которых заметен рост пересеянного материала, отмечаются как жизнеспособные

и  перемещаются  в  условия  хранения  в  холодильный  шкаф  с  температурой  +12-15°C  и

стеклянной дверью.

3.4.9  Если  рост  культуры  не  наблюдается  или  наблюдается  слабый  рост,  осуществляется

повторный пересев или микроскопия для установления причин отсутствия роста.

3.5 Уборка ламинарного бокса после работы

3.5.1  Из  ламинарного  бокса  удаляются  все  предметы,  принесенные  туда  извне,  мусор  из

сливного стаканчика утилизируется как бытовой.

3.5.2 Поверхность стола обрабатывается 95% спиртом.

3.5.3  Включают  на  15  мин.  УФ  лампу  в  боксе,  лампа  в  ламинарном  боксе  отключается

автоматически.

3.6 Контроль чистоты ламинарного бокса и культурального бокса

3.6.1 В простерилизованный УФ облучением ламинарный бокс в режиме продувки вносят

чашку с агаризованой органической средой (среда LB), открывают ее и оставляют на 1 час в

работающем ламинаре.

3.6.2  В  простерилизованный  УФ  облучением  культуральный  бокс  вносят  чашку  с

агаризованой средой (среда LB), открывают ее и оставляют на 1 час.

3.6.3 Через 1 час чашку закрывают,  заклеивают лентой  Parafilm и ставят в термостат без

освещения на 37 °C на двое-трое суток.

3.6.4 Затем чашку оставляют еще на 2 недели в темном месте при комнатной температуре.
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3.6.5  При  наличии  на  чашке  бактериальных  колоний  или  колонии  гриба,  проводится

процедура дезинфекции бокса и замены HEPA-фильтра.

3.7 Дезинфекция культуральной комнаты, культурального бокса и ламинарного бокса в

случае обнаружения бактериальной/грибной контаминации

3.7.1 Все открытые упаковки с одноразовым материалом удаляются из ламинарного бокса.

3.7.2 Остальные инструменты и предметы обрабатываются дезинфицирующим раствором.

3.7.3 Поверхность стола и стены в боксе обрабатывается 95% спиртом.

3.7.4  Стены,  стол  и  пол  в  культуральной  комнате  и  культуральном  боксе  моются

хлоросодержащим средством.

3.7.5 Включается УФ в культуральном боксе и ламинарном боксе на 1 час.

3.7.6 Включается проточный бактерицидный рециркулятор воздуха в культуральной комнате

на 2 часа.

3.7.7 На следующий день в ламинарный бокс заносят продезинфицированные предметы и

новый одноразовый расходный материал. Боксы готовят работе (см. раздел 3.6) и тестируют

на наличие контаминации, как описано в разделе 3.6.

4. СОП ПО ПРОВЕРКЕ АУТЕНТИЧНОСТИ ШТАММОВ

Общие положения:

- для подтверждения аутентичности поддерживаемого фонда цианобактерий и водорослей

анализируют  комплекс  идентификационных  признаков,  который  включает  в  себя

морфологические,  физиолого-биохимические  и  молекулярно-генетические  характеристики.

Набор  характеристик  для  анализа  подбирается  индивидуально  для  каждого  штамма  на

основании описаний в определителях, данных таксономических статей по соответствующим

группам организмов и паспортных данных каждого штамма.  При проверке аутентичности

необходимо  учитывать  стадию  роста  изучаемой  культуры,  так  как  морфологические  и

физиолого-биохимические признаки значительно изменяются в зависимости от стадии роста.

-  проверка аутентичности штаммов необходима периодически в  процессе  их длительного

хранения методом пересевов.

- проверка аутентичности с использованием морфологических характеристик проводится 1

раз в год и при выдаче штаммов методом световой микроскопии.

-  проверка  с  использованием  физиолого-биохимических  и  молекулярно-генетических

методов требуется всегда при начале новой экспериментальной работы.

-  молекулярно-генетический  анализ  проводят,  если  морфологических  и  физиолого-
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биохимических методов недостаточно для однозначного вывода об аутентичности штамма.

4.1  Анализ  морфологических  признаков  для  проверки  аутентичности  штаммов

цианобактерий и водорослей

4.1.1  Проводится  по  протоколу  СОП  по  морфологической  идентификации  штаммов

цианобактерий и эукариотических водорослей (СОП №8).

4.1.2  Для  подтверждения  аутентичности  обычно  анализируют  макро-  и

микроморфологические признаки различных стадий жизненного цикла штамма водоросли

или цианобактерии.

4.2 Анализ физиолого-биохимических признаков для проверки аутентичности

Кинетические  характеристики  штаммов,  пигментный  состав,  содержания  белка  и

спорополленина анализируется согласно с соответствующими разделами СОП характеристик

биотехнологического потенциала штаммов фонда коллекции ACSSI. 

4.3  Молекулярно-генетический  анализ  для  проверки  аутентичности  штаммов

цианобактерий и водорослей

Проводится  по  протоколу  СОП  по  молекулярно-генетической  идентификации  штаммов

цианобактерий и эукариотических водорослей соответствующими разделами (СОП №9). 

5.  СОП  ПО  ПОЛУЧЕНИЮ  НАКОПИТЕЛЬНЫХ  КУЛЬТУР  ЦИАНОБАКТЕРИЙ  И

ВОДОРОСЛЕЙ ИЗ ПОЧВЫ

Первым  этапом  обработки  любого  субстрата,  содержащего  водоросли  и  цианобактерии,

является  получение  накопительных  смешанных  культур.  Этот  этап  объединяет  приемы

стимуляции  роста  и  размножения  водорослей.  Все  работы  проводятся  в  отдельном

микробиологическом боксе. 

5.1 Чашечные культуры со «стеклами обрастания» 

Схема метода приведена на  рис.  5.1.  Все  инструменты,  покровные и предметные стекла,

стеклянная культуральная посуда предварительно стерилизуются.  Весь процесс обработки

чашечной культуры длится 1-3 месяца и более.
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Рисунок 5.1. Чашечные культуры со «стеклами обрастания»

5.1.1  Поместить  в  чашку  Петри  20-40  г  хорошо  перемешанной  свежеотобранной  или

воздушно-сухой пробы почвы.

5.1.2  Увлажнить  стерильной  dH2O или жидкой питательной средой до 60-80% от  полной

влагоемкости.

5.1.3  На  поверхность  увлажненной  почвы  поместить  3-5  покровных  стекол,  осторожно

прижимая  их  почве  для  образования  так  называемых влажных камер.  Площадь  влажных

камер должна составлять 40-60% от площади стекла. В этих полостях благодаря повышенной

влажности и аэрации наблюдается ускоренное развитие водорослей.

5.1.4  Инкубировать  чашку  Петри  в  культуральном  боксе  при  стандартных  условиях

(температура  20±3ºC,  периодическом  освещении  с  интенсивностью  1800-3000  Лк  (54-90

μмоль · м-2 · с-1 для люминесцентных ламп типа FLUORA или PLANT; 25-42 μмоль · м -2 · с-1

для белых люминесцентных ламп) и 12-ти часовом световом дне).

5.1.5  Через  несколько  суток  и  далее  с  периодичностью  раз  в  несколько  дней  стекла

просматриваются под микроскопом. 

5.1.6  Влажность  почвы в  чашке  поддерживается  периодическим добавлением стерильной

воды.

5.2 Водные и водно-почвенные культуры

Схема метода приведена на  рис.  5.2. Все  инструменты,  предметные и покровные стекла,

стеклянная культуральная посуда предварительно стерилизуются.  Весь процесс обработки

культуры длится 1-3 месяца и более.

24



       А                                Б

Рисунок 5.2. Накопительные смешанные культуры 

А - водные культуры. Б - водно-почвенные культуры

5.2.1 Приготовление водных культур. 

- поместить 1-2 г свежеотобранной или воздушно-сухой почвы в колбу на 250 мл и залить 100

мл стерильной dH2O.

-  колбу закрыть  ватной пробкой и инкубировать  в  культуральном боксе  при стандартных

условиях. 

- при появлении визуально заметных зеленых обрастаний и пленок их отбирают, соскабливая

микробиологической петлей, и готовят препараты для микроскопирования.

5.2.2 Приготовление водно-почвенных культур.

- внести в пластиковые культуральные пробирки 1 г свежей или воздушно-сухой почвы и 3

мл стерильной dH2O.

- закрыть пробирки вентилируемыми крышками и инкубировать в культуральном боксе при

стандартных условиях.

- при появлении визуально заметных зеленых обрастаний и пленок их отбирают, соскабливая

микробиологической петлей, и готовят препараты для микроскопирования.

5.3 Получение накопительных культур на жидких и агаризованных средах

Схема метода приведена на  рис.  5.3. Все  инструменты,  покровные и предметные стекла,

стеклянная культуральная посуда предварительно стерилизуются.  Весь процесс обработки

культуры длится 1-3 месяца и более.
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       А                      Б                                           

Рисунок 5.3. Накопительные смешанные культуры

А - культуры на основе жидких питательных сред. Б - культуры на агаризованной

питательной среде. 

5.3.1 Приготовление жидкой культуры.

- поместить 1-2 г свежеотобранной или воздушно-сухой почвы в колбу на 250 мл и залить 100

мл питательной среды. Чаще всего используются среды Bristol или Bold 3N,  BG-11N0,  BG-

11N, Cyanophicean. 

-  закрыть  колбу ватной пробкой и инкубировать  в  культуральном боксе  при стандартных

условиях. 

- при появлении визуально заметных зеленых обрастаний и пленок их отбирают, соскабливая

микробиологической петлей, и готовят препараты для микроскопирования.

5.3.2 Получение накопительных культур на агаризованных питательных средах.

- воздушно-сухой почвенный образец увлажняют до пастообразного состояния.

- нанести на поверхность твердой питательной среды (1% агар) смыв и(или) посев со стекол

обрастания, почвенную суспензию или непосредственно почву. 

-  при  использовании  почвенной  суспензии  капля  наносится  в  середину  чашки  Петри  и

растирается с помощью шпателя Дригальского по поверхности агаризованной среды. 

- перевернуть чашку Петри, закрыть лентой Parafilm, подписать (код, среда, дата). 

- инкубировать чашки Петри в культуральном боксе при стандартных условиях.

6.  СОП  ПО  ВЫДЕЛЕНИЮ  АЛЬГОЛОГИЧЕСКИ  ЧИСТЫХ  ШТАММОВ

ЦИАНОБАКТЕРИЙ И ВОДОРОСЛЕЙ ИЗ НАКОПИТЕЛЬНЫХ КУЛЬТУР

Альгологически  чистой  называют  культуру,  в  которой  содержатся  клетки  одного  штамма

водоросли или цианобактерии, но при этом могут содержаться клетки бактерий и грибов.
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Работы проводятся  в  ламинарном  боксе,  за  исключением процесса  изоляции с  помощью

микропипетки, он проводится к культуральном боксе.

6.1 Посев штрихом

Данный метод широко используется в почвенной микробиологии (Сэги, 1983; Зенова и др.,

2002). Схема метода приведена на рис. 6.1. 

Рисунок 6.1. Посев штрихом

6.1.1 Набрать  микробиологической петлей из смешанной культуры небольшое количество

биомассы водорослей и цианобактерий,  желательно из отдельных колоний,  и перенести в

новую чашку Петри  на  агаризованную питательную среду,  проводя  по всей  поверхности

агаровой пластинки штрих, частый вначале и истончающийся в конце.

6.1.2 Перевернуть чашку Петри, закрыть лентой Parafilm, подписать.

6.1.3 Инкубировать в климатостате при стандартных условиях. 

6.1.4  Дальнейшие  пересевы  проводятся  от  единичных  колоний  в  конце  штриха  (для

водорослей) и нити (для цианобактерий).

6.1.5 Подобный способ очистки хорошо подходит для получения альгологически чистых, но

не  аксеничных культур  водорослей  с  коккоидной организацией  таллома  и  цианобактерий

(Темралеева и др., 2014).

6.2 Изоляция с помощью микропипетки

Суть метода отображена на рис. 6.2. Производится изоляция отдельной клетки или таллома

водоросли  или  цианобактерии  в  чистую  культуру  с  помощью  стеклянной  микропипетки

(Гайсина и др., 2008). 

Рисунок 6.2. Изоляция с помощью микропипетки
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6.2.1 Просмотреть  под  стереомикроскопом  или  бинокуляром  препарат  из  смешанной

культуры. При высоком обилии водорослей и цианобактерий в пробе культуру необходимо

развести стерильной dH2O. 

6.2.2 Вытянуть  пинцетом стеклянную  пипетку Пастера  в  тонкий  капилляр,  держа  ее  над

пламенем газовой горелки, кончик капилляра обломить или же использовать пластиковый

наконечник для пипетки объемом 10-20 мкл. 

6.2.3 Захватить  выбранную  клетку водоросли  и  поместить  в  стерильную  каплю  dH2O на

предметном стекле или чашке Петри.

6.2.4 Снова  просмотреть  препарат  под  микроскопом,  при  наличии  других  организмов

процедура  повторяется.  Далее  возможны  2  варианта:  перенос  клетки  в  жидкую  или

агаризованную питательную среду. 

6.2.5 Закрыть пробирку вентилируемой крышкой, подписать. Или перевернуть чашку Петри,

закрыть лентой Parafilm, подписать.

6.2.6 Инкубировать  чашку  Петри  или  культуральную  пробирку  в  климатостате  при

стандартных условиях. 

6.2.7 Захват  отдельной  клетки  осуществляется  с  помощью  тонкого  гибкого  резинового

шланга или микрогруши. Диаметр капилляра должен быть в 2 раза больше диаметра клетки.

При меньшем диаметре есть риск повредить клетку, при большем – отобрать из среды вместе

с клеткой и загрязнители.

6.2.8 При выделении нитчатых зеленых водорослей и цианобактерий пипетку лучше держать

вдоль нити, направляя ее к концу, и под углом (Темралеева и др., 2014).

6.3 Метод последовательного разведения

Метод  очистки  путем  многократного  последовательного  разведения  смешанной  культуры

наиболее  эффективен  при  комбинировании  с  процедурой  фильтрации  и  последующей

очистки антибиотиками. Схема метода приведена на рис. 6.3. 

Данный прием хорошо подходит для  выделения мелких коккоидных зеленых водорослей.

Суть метода заключается в подборе диаметра пор мембранного фильтра, с помощью которого

будут  улавливаться  крупные  нитчатые  и  коккоидные  водоросли,  простейшие,  грибной

мицелий  и  споры.  После  фильтрации  проводят  серию  многократных  последовательных

разведений отфильтрованной среды и высев инокулята на агаризованную среду.
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Рисунок 6.3. Метод последовательного разведения

6.3.1 Аккуратно гомогенизировать стерильным пестиком смешанную культуру водорослей,

полученную смывом со стекол обрастания или в результате водного или водно-почвенного

культивирования.

6.3.2  Фильтровать  под  давлением  полученную  суспензию  водорослей  через  стерильный

нитрат-целлюлозный фильтр с необходимым размером пор (1-10 мкм). 

6.3.3 Отобрать 20 мкл фильтрата и ресуспендировать в 200 мкл жидкой питательной среды в

культуральном планшете. 

6.3.4 Провести серию последовательных разведений, количество которых нужно установить

опытным путем. 

6.3.5 Перенести 220 мкл максимально разведенной суспензии водорослей в середину чашки

Петри с агаризованной питательной средой. 

6.3.6 Растереть каплю шпателем Дригальского по поверхности агара.

6.3.7 Перевернуть чашку Петри, закрыть лентой Parafilm, подписать.

6.3.8 Инкубировать в культуральном боксе при стандартных условиях.  

6.3.9 Для того чтобы мелкие грибные споры проросли и не прошли через фильтр можно за

несколько  дней  до  фильтрации  добавить  в  смешанную  накопительную  культуру

органический субстрат (глюкозу, мальтозу).

6.3.10 Удобнее всего для данной процедуры использовать 96-луночные микропланшеты и 8-

канальный дозатор (Темралеева и др., 2014).

6.4 Использование фототаксиса

Схема  метода  получения  монокультуры  с  помощью  фототаксиса,  предложенного  В.М.

Андреевой (1998), показана на рис. 6.4.
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Рисунок 6.4. Использование фототаксиса

6.4.1 Внести в середину чашки Петри на агаризованную поверхность (1.6-1.8% агар) 200-300

мкл стерильной dH2O.

6.4.2 Равномерно распределить каплю шпателем Дригальского по поверхности. 

6.4.3 Сразу внести в центр небольшую каплю (~30 мкл) суспензии водорослей из смешанной

накопительной культуры. 

6.4.4 Перевернуть чашку Петри, закрыть лентой Parafilm, подписать.

6.4.5 Инкубировать чашку Петри в культуральном боксе при стандартных условиях.  

В течение первых нескольких часов, пока на поверхности агара хранится вода, водоросли

успевают  образовать  подвижные  репродуктивные  клетки,  которые  отплывают  на

определенное (иногда - довольно значительное) расстояние от центра чашки. После того как

вода  будет  полностью  впитана  агаром,  эти  клетки  в  течение  1-2  недель  развиваются  в

изолированные  колонии.  Методика  является  удобной  для  очистки  зеленых  водорослей,

размножающихся  с  помощью  зооспор.  Смешанную  накопительную  культуру  водорослей

также  можно  предварительно  гомогенизировать  стерильным пестиком  до  внесения  ее  на

поверхность агара (Темралеева и др., 2014).

6.5 Очистка с помощью антибиотиков/фунгицидов

6.5.1 Использование фунгицидов. К фунгицидам относятся циклогексимид, амфотерицин B,

карбендазим и др. Наиболее эффективным показал себя карбендазим (Kan and Pan, 2010) в

концентрации  40-400  мкг/л  среды.  Карбендазим  ингибирует  митоз  в  клетках  грибов,

животных  и  высших  растений,  так  как  он  связывается  с  макромолекулами  тубулина,

образующие микротрубочки в нитях веретена деления. Таким образом, карбендазим наиболее

эффективен  для  очистки  от  грибной  контаминации  прокариотических  штаммов

цианобактерий,  не  имеющих  тубулина.  В  случае  с  эукариотическими  водорослями

карбендазим  рекомендуется  использовать  в  сочетании  с  антибиотиками  ампициллином  и

цефотаксимом. Обычно при используемой концентрации ингибирование роста гриба намного
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более значительное, чем водоросли, и за несколько пассажей через среду с карбендазимом от

грибной контаминации удается избавиться, не потеряв штамм водоросли.

6.5.2 Использование антибиотиков. Для уменьшения бактериального титра используют такие

антибиотики как ампициллин, цефотаксим, канамицин, спектиномицин и др. Концентрацию

антибиотиков подбирают индивидуально для каждого штамма.

6.5.3  Общий  протокол  очистки:  стерильную  питательную  среду  с  внесенным

антибиотиком/фунгицидом разливают в количестве 600-900 мкл в стерильные пробирки типа

Eppendorf в  ламинарном  боксе.  Затем  в  пробирку  с  питательной  средой  с  помощью

прокаленной  микробиологической  петли  вносят  биомассу  штамма  водоросли  или

цианобактерии,  подвергаемого  очистке.  Пробирку  закрывают  и  подписывают  маркером

номер  штамма  ACSSI,  название  антибиотика/фунгицида  и  его  концентрацию,  дату

постановки  опыта.  Процедуру  повторяют  для  всех  контаминированных  штаммов,

периодически  обрабатывая  бокс  ультрафиолетовым  облучением  для  исключения

перекрестного  заражения,  что  особенно  актуально  при  очистке  от  загрязнения

микроскопическими грибами. Пробирки с внесенным материалом помещают в темное место

на  24  часа  для  прорастания спор контаминанта.  Затем пробирки помещают на  ротатор и

инкубируют при постоянном перемешивании в течение 7 суток. По истечении этого срока

осуществляется  пересев  штаммов  из  пробирок  на  твердую  питательную  среду  в  чашки

Петри.

6.5.4  Эффективность  проведенной  процедуры  оценивается  через  7-21  суток  с  помощью

просмотра  чашки  Петри  под  микроскопом  на  малом  (×100)  увеличении  и  прямым

микроскопированием культуры при максимальном увеличении. Результаты вносят в Журнал.

6.5.5.  При  обнаружении  контаминации  проведенная  процедура  очистки  считается

неэффективной.  В  этом  случае  ставят  новый  опыт,  применяя  боо льшую  концентрацию

фунгицида/антибиотика, используя другой фунгицид/антибиотик или их комбинацию, либо

сочетая этот метод очистки с очисткой капилляром.

6.5.6  При  отсутствии  контаминации  осуществляют  повторный  пересев  уже  очищенного

штамма на твердую питательную среду. По истечении 7-21 суток снова проверяют культуру

на  контаминацию.  При  ее  отсутствии  штамм  дублируют  пересевом  на  подходящую

питательную среду,  культивируют и отправляют на  хранение.  При ее  наличии повторяют

процедуры 6.5.3-6.5.5.

6.5.7 Пример очистки культуры цианобактерии от бактериальной контаминации (Han et al.,

2014):  лечение  включает  последовательную  обработку  набором  антибиотиков  в
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соответствующих концентрациях:  спектиномицин -  1  мг/л,  гентамицина сульфат -  1  мг/л,

ампициллин - 10 мг/л, канамицин - 1 мг/л.  Водоросль инкубируют в питательной среде с

добавлением  антибиотика  в  течение  3  суток.  После  применения  каждого  антибиотика

культуру  промывают  с  помощью  центрифугирования  и  переноса  в  свежую  среду.  После

последней  обработки  культуру  промывают  и  пересевают  на  агаризованную  питательную

среду для оценки эффективности процедуры очистки.

6.5.8 Пример очистка культуры эукариотической водоросли от контаминации бактериями и

микроскопическими  грибами  (Mustapa  et  al.,  2016):  загрязненную  культуру  высевают

штрихом  на  агаризованную  питательную  среду,  содержащую  ампициллин,  цефотаксим  и

карбендазим в концентрациях 700, 200 и 0,1 мкг/мл соответственно (карбендазим вносят в

питательную среду перед автоклавированием,  предварительно пропущенные через фильтр

антибиотики – в теплую среду перед ее заливкой в чашки Петри).  инкубируют в течение

одной  недели.  Выросшие  одиночные  колонии  инокулируют  в  2  мл  жидкой  питательной

среды и  инкубируют  4  дня.  Затем  осуществляют  повторный посев  водоросли  из  жидкой

среды на агаризованную питательную среду антибиотиками и фунгицидом.

(!) Необходимо соблюдать осторожность при использовании антибиотиков, так как они

могут  вызвать  мутации  в  штамме,  который  чистят  от  контаминации.  Кроме  того,

возможно  привыкание  и  возникновение  устойчивых  к  используемым  антибиотикам

штаммов бактерий и грибов.

7. СОП ПО ПРОВЕРКЕ ЧИСТОТЫ ШТАММОВ

7.1 Проверка микроскопированием

Проводится  по  протоколу  СОП  по  морфологической  идентификации  штаммов

цианобактерий и эукариотических водорослей (СОП №8).

7.2 Проверка посевом методом истощающего штриха

7.2.1  Проводится  по  протоколу  СОП  по  выделению  альгологически  чистых  штаммов

цианобактерий и водорослей из накопительных культур (СОП №6).

7.2.2 Колонии должны быть однородны по цвету, форме и размеру, бактериальное и грибное

присутствие должно отсутствовать или быть минимальным.

7.2.3  Если  обнаружены  неоднородные  колонии,  их  дополнительно  изучают

микроскопированием.

7.2.4 Если штамм оказался смесью нескольких водорослей, из него выделяют альгогически

чистую  культуру  как  описано  в  СОП  по  выделению  альгологически  чистых  штаммов

32



цианобактерий и водорослей из накопительных культур (СОП №6).

8. СОП  ПО  МОРФОЛОГИЧЕСКОЙ  ИДЕНТИФИКАЦИИ  ШТАММОВ

ЦИАНОБАКТЕРИЙ И ВОДОРОСЛЕЙ

Общие положения:

При  описании  морфологических  признаков  необходимо  учитывать,  что  эти  признаки

значительно  изменяются  в  зависимости  от  стадии  роста  культуры,  состава  питательной

среды и условий культивирования. Морфологическая идентификация необходима для всех

впервые выделенных в чистые культуры штаммов, помещаемых на хранение в Коллекцию.

8.1 Макроморфологические  признаки оценивают  визуально  или  с  помощью

стереомикроскопа. При росте на поверхности агаризованных сред отмечают характер роста

на твердой среде (способность образовывать колонии или диффузный рост), цвет штриха или

колоний,  форму.   При росте  в  жидких средах к диагностическим макроморфологическим

признакам  относят  характер  роста  в  жидкой  среде:  образование  гомогенной  суспензии,

образование осадка или налета на стенках колбы, рост с образованием матов, цвет суспензии.

8.2 Микроморфологические признаки изучают с помощью светового микроскопа. 

8.2.1  Для  этого  готовят  временный препарат  следующим образом:  на  предметное  стекло

капают  каплю  dH2O объемом  30  мкл  и  добавляют  материал,  собранный  петлей  с

агаризованной среды (колонию или соскоб со штриха) и накрывают покровным стеклом, не

допуская образования пузырей. 

8.2.2 Морфологию колоний изучают при 100-250 кратном увеличении, клетки и нити — при

400-1000-кратном увеличении, в последнем случае используют иммерсионное масло.

8.2.3 Среди морфологических признаков  для идентификации эукариотических водорослей

используют следующие (Темралеева и др., 2014):

-  тип  организации  таллома:  монадный  (жгутиковый),  гемимонадный  (пальмеллоидный,

капсальный),  коккоидный,  сарциноидный,  нитчатый  (трихальный),  разнонитчатый

(гетеротрихальный),  тканевый  (паренхиматозный,  пластинчатый),  сифональный

(неклеточный), сифонокладальный тип; 

-  форма  вегетативных  клеток:  шаровидная,  эллипсовидная,  яйцевидная,  грушевидная,

лимоновидная, веретеновидная, цилиндрическая, почковидная, серповидная и др.;

-  количество  хлоропластов  (единичные  или  многочисленные)  и  форма  хлоропластов

(пристенный или центральный). Пристенные хлоропласты могут быть с отверстием или без;

различной формы: шаровидной,  блюдцевидной,  чашевидной,  поясковидной,  двулопастной.

33



Центральный  хлоропласт  всегда  один,  может  быть  билатерально  или  радиально

симметричным  (звездчатым),  а  также  асимметричным.  Кроме  того,  отдельно  выделяют

губчатый и сетчатый хлоропласты. Многочисленные пристенные хлоропласты могут иметь

дисковидную или линзовидную, глыбистую, столбчатую, пирамидальную или конусовидную

формы);

- способность к образованию колоний и их форма;

- строение клеточных оболочек и наличие слизистых образований;

- наличие, количество и строение пиреноидов (пиреноид окружен сплошной крахмальной

обверткой;  крахмальная  обвертка  состоит  из:  двух  скорлупок,  из  четырех  скорлупок,  из

нескольких  крупных  зерен,  из  многочисленных  радиально  ориентированных  удлиненных

зерен, из многочисленных мелких и свободно расположенных зерен);

- количество ядер;

-  тип  размножения  (образование  автоспор,  зооспор,  их  количество).  Для  этого  иногда

необходимо  поместить  культуру  в  специальные  условия,  описанные  в  соответствующей

литературе;

- наличие, форма (линейная, палочковидная, овальная, линзовидная или точечная формы) и

расположение стигмы;

- расположение, количество и тип жгутиков;

- накопление запасных питательных веществ.

8.2.4  Среди  морфологических  признаков  для  идентификации  цианобактерий  используют

следующие:

-  тип  таллома  (коккоидный,  колониальный,  сарциноидный,  нитчатый,  нитчатый  с

ветвлением);

- размер и форма клеток;

- наличие дифференцированных клеток (гетероцит, акинет), некридиев, гормогониев;

-  наличие  морфологических  особенностей:  форма  клеток  или  нитей,  наличие  слизистых

оболочек, ветвление (истинное, ложное);

- подвижность клеток или нитей;

- наличие и характер включений.

8.2.5  Для  лучшей  визуализации  некоторых  признаков  используют  подкрашивание

временного препарата специальными красителями:

- раствор Люголя (1 г йодида калия и 1 г кристаллического йода в 100 мл дистиллированной

воды) окрашивает крахмал в синий цвет – таким образом становятся заметными пиреноид,
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его  обкладка, а также зерна крахмала, присутствующие в цитоплазме в качестве запасного

питательного вещества;

-  тушь  применяют  для  обнаружения  слизи  –  тушь  не  проникает  внутрь  слизи,  делая  ее

хорошо заметной;

- метиленовый синий хорошо окрашивает слизь (для его приготовления 0.3 г метиленового

синего растворяют в 10 мл спирта, затем 10 мкл спиртового раствора растворяют в 50 мл

дистиллированной воды).

Процедура окраски:  каплю красителя помещают вплотную к одному из краев покровного

стекла, бумажный фильтр прикладывают к другому краю, при этом краситель затягивается

под покровное стекло и окрашивает препарат.

8.2.6 Для наблюдения за процессом образования зооспор иногда применяют специальные

методы, стимулирующие зооспорогенез и выход зооспор из спорангия.

Модифицированный способ, описанный В.М. Андреевой (1998): водоросль из 4-недельной

жидкой культуры переносят на агаризованную среду,  приготовленную в двух вариантах –

содержащую тройное количество азота с добавлением 1.5% глюкозы и лишенную азота без

внесения  глюкозы.  Через  два  дня культуру переносят  в  каплю дистиллированной воды и

проводят наблюдение под микроскопом.

Сотрудниками коллекции разработан следующий эффективный способ: культуру водоросли

распределяют тонким слоем на агаризованной питательной среде без азота в чашке Петри.

Затем, в течение 3-7 дней культивируют в климатостате при стандартных условиях, после

чего в течение 1-2 суток выдерживают в полной темноте. По истечение этого времени чашки

оставляют  на  2  часа  при  комнатном  освещении  и  далее  проводят  микроскопирование.

Поскольку движение зооспор в капле воды слишком быстрое, наблюдение под микроскопом

можно  осуществлять,  поместив  покровное  стекло  прямо  на  поверхность  агаризованной

среды,  содержащей  колонии  водоросли  (это  допустимо  только  при  отсутствии  заметной

грибной и бактериальной контаминации).

8.3 Все характерные макроморфологические и микроморфологические признаки описывают

и  подтверждают  рисунками  и  фотоснимками.  Морфометрические  измерения  проводят  с

помощью специального программного обеспечения.

9.  СОП  ПО  МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧЕСКОЙ  ИДЕНТИФИКАЦИИ  ШТАММОВ

ЦИАНОБАКТЕРИЙ И ЭУКАРИОТИЧЕСКИХ ВОДОРОСЛЕЙ

9.1 Выделение ДНК из клеток штамма 
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Для  анализа  могут  использоваться  альгологически  чистые  культуры  с  минимальным

бактериальным/грибным  присутствием.  ДНК  выделяют  из  клеток  штамма  с  помощью

колоночного набора DNeasy Plant  Mini  Kit  (Qiagen,  США) или аналога,  следуя протоколу

производителя. 

9.2 Амплификация фрагментов ДНК с помощью ПЦР

9.2.1 Приготовление реакционной смеси для ПЦР.

- работы проводятся в ПЦР-бокс для стерильных работ. 

- в ПЦР-бокс вносят размороженную пробирку с milliQ-водой, наконечники (20, 200 мкл) и

микропробирки (0.2, 0.5 и 1.5 мл). Включаем УФ на 10 мин.

-  размораживаются  необходимые  реакционные  компоненты  для  ПЦР-анализа:

олигонуклеотидные праймеры, dNTP, реакционный буфер, матричная (целевая) ДНК, а также

ионы магния Mg2+. 

-  после  размораживания  реакционные  компоненты  перемешиваются  на  вортексе  ,  затем

сбрасываются капли.

(!)  Термостабильную  ДНК-полимеразу  НЕЛЬЗЯ  перемешивать  на  вортексе,  ее

перемешивают пипетированием или аккуратным покачиванием.

- все компоненты для реакционной смеси вносят в ПЦР-бокс.

(!)  Термостабильную  ДНК-полимеразу  вносят  в  ПЦР-бокс  на  замороженном  штативе

непосредственно перед ее добавлением в ПЦР-смесь и сразу же убирают в морозильник на

-20ºC.

-  в  ПЦР-боксе  на  штативе  расставляют  стерильные  микропробирки  для  смеси  и  проб  и

подписывают их (номер ДНК-матрицы, отрицательный контроль).

- все реагенты, за исключением матричной ДНК, смешиваются в одной пробирке (основная

смесь  или  «мастер-микс»)  в  достаточном  объеме  в  соответствии  с  количеством  проб  и

рекомендациями производителя (табл. 9.1–9.4). 

(!) Обычно готовят на 1 пробу больше. 

Таблица 9.1. Расчетные и рекомендуемые концентрации компонентов набора ScreenMix-HS 

Компонент Объем  для  1

пробирки,  25

мкл

Количество  на

25  мкл  реакции

(рекомендуемое)

Конечная

концентрация

milliQ-вода До 25 мкл 17 мкл -
ScreenMix-HS 5 мкл 5 мкл 1х
PCR праймер F переменный 1 мкл 0.2-0.4 мкМ
PCR праймер R переменный 1мкл 0.2-0.4 мкМ
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ДНК-матрица переменный 1 мкл 1-100 нг на реакцию
Суммарный объем 25 мкл 25 мкл -

Таблица 9.2. Расчетные и рекомендуемые концентрации компонентов набора «Encyclo PCR» 

Компонент Объем  для  1

пробирки,  25

мкл

Объем для 50 мкл Конечная

концентрация

milliQ-вода До 25 мкл До 50 мкл -
10х Encyclo буфер 2.5 мкл 5 мкл 1х
50х смесь dNTP 0.5 1 мкл 1х (0.2 мМ каждого)
PCR праймер F переменный переменный 0.2-0.5 мкМ
PCR праймер R переменный переменный 0.2-0.5 мкМ
50х Encyclo полимераза 0.5 1 мкл 1х
ДНК-матрица переменный переменный 1 пг-200 нг/50 мкл
Суммарный объем 25 мкл 50 мкл -

Таблица 9.3. Расчетные и рекомендуемые концентрации компонентов набора «Encyclo PCR»

для сложных и GC-богатых матриц

Компонент Объем  для  1

пробирки,

объем 25 мкл

Объем для 50 мкл Конечная

концентрация

milliQ-вода До 25 мкл До 50 мкл -
2х Encyclo-GC буфер 12.5 мкл 5 мкл 1х
50х смесь dNTP 0.5 мкл 1 мкл 1х (0.2 мМ каждого)
PCR праймер F переменный переменный 0.2-0.5 мкМ
PCR праймер R переменный переменный 0.2-0.5 мкМ
50х Encyclo полимераза 0.5 мкл 1 мкл 1х
ДНК-матрица переменный переменный 1 пг-200 нг на реакцию
Суммарный объем 25 мкл 50 мкл -

(!)2х  Encyclo-GC буфер  рекомендуется  для  работы  со  сложными  для  амплификации

фрагментами,  например  с  фрагментами,  богатыми  GC-участками  (≥60%  GC). При

хранении в 2х Encyclo-GC может образовываться осадок. В этом случае перед применением

буфер следует прогреть на 50°С до полного растворения осадка и перемешать на вортексе.

Таблица  9.4.  Расчетные  и  рекомендуемые  концентрации  компонентов  при  работе  с  Q5

Hight-Fidelity DNA Polymerase от New England BioLabs 

Компонент Объем  для  1

пробирки,

объем 25 мкл

Объем для 50 мкл Конечная

концентрация
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milliQ-вода До 25 мкл До 50 мкл -
5х Q5 Reaction Buffer 5 мкл 10 мкл 1х
10 mM смесь dNTPs 0.5 мкл 1 мкл 1х (0.2 мМ каждого)
PCR праймер F 1.25 2.5 0.2-0.5 мкМ
PCR праймер R 1.25 2.5 0.2-0.5 мкМ
Q5  Hight-Fidelity  DNA

Polymerase

0.25 мкл 0.5 мкл 1х

5x  Q5  Hight  GC

Enhancer 

(опционально)

5 мкл 10 мкл 1x

ДНК-матрица переменный переменный 1 пг-200 нг на реакцию
Суммарный объем 25 мкл 50 мкл -

(!)5x Q5  Hight GC Enhancer буфер  рекомендуется  для  работы  со  сложными  для

амплификации фрагментами,  например с фрагментами,  богатыми  GC-участками (≥60%

GC). 

- реакционную смесь перемешивают на вортексе и сбрасывают капли.

-  затем  из  основной  ПЦР-смеси  отбирают  аликвоты  нужного  объема  в  отдельные

подписанные пробирки, в которые добавляют матричную ДНК водорослей. Перемешивают и

сбрасывают капли.

-  в  ПЦР-боксе  убирают  рабочее  место:  выносят  реактивы,  микропробирки  с  пробами,

выбрасывают мусор. Включают УФ на 10 мин.

-  микропробирки  с  пробами  ставят  в  термоциклер,  выбирают  программу  для  ПЦР  или

создают новую, а компоненты реакционной смеси и ДНК-матрицы уносят в морозильник на

-20ºC.

9.2.2 Приготовление праймеров

Лиофилизированные праймеры разводят milliQ-водой согласно рекомендации производителя:

- центрифугировать пробирки с сухими праймерами 2-3 мин на максимальных оборотах;

- добавить необходимый объем milliQ-воды (указывается в протоколе производителя);

- тщательно перемешать на ротаторе; 

- стоковые праймеры (100 пкмоль/мкл) хранить при -20ºC. 

Для  приготовления  рабочих  праймеров  (10  пкмоль/мкл)  из  стоковых  (100  пкмоль/мкл)

необходимо взять  5  мкл 100-пкмольных (стоковых) праймеров и  добавить  45 мкл  milliQ-

воды, перемешать, хранить при -20ºC.

9.2.3 Подбор праймеров для амплификации целевого участка гена и условия ПЦР.

9.2.3.1  Для  амплификации  фрагмента  гена  18S рРНК  эукариотических  водорослей
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используют универсальные праймеры (Huss et al., 1999; Katana et al., 2001): 

18S_F 5’-AACCTGGTTGATCCTGCCAGT-3’

18S_R 5’-TGATCCTTCTGCAGGTTCACCTACG-3’

и внутренние секвенирующие праймеры в различных комбинациях:

18S_402–23F 5’-GCTACCACATCCAAGGAAGGCA-3’

18S_416–37R 5’-ATTTGCGCGCCTGCTGCCTTCC-3’

18S_895–916F 5’-GTCAGAGGTGAAATTCTTGGAT-3’

18S_898–919R 5’-TAAATCCAAGAATTTCACCTCT-3’

18S_1308–39R 5’-CTCGTTCGTTAACGGAATTAACC-3’

18S_1323–44F 5’-CGAACGAGACCTCAGCCTGCTA-3’

18S_1636–57R 5’-GGTAGGAGCGACGGGCGGTGTG-3’

Для прочтения интрона используют комбинации из следующих праймеров:

18S_863–88Fi 5’-GGCTTTGGGGAACTCGAGTGTGGTGA-3’

18S_707–25Ri 5’-CGAGCTCGCCACGGGATTG-3’

18S_1412–33Ri 5’-GTGCCGGCGGGGTCATCAAAAA-3’

18S_1735–59Fi 5’-AGTCCTGCGGGTTGGTGTTTCTTAC-3’

18S_1734–56Ri 5’-AGAAACACCAACCCGCAGGACTT-3’

18S_1629-45Fi 5’-TGYACACACCGCCCGTC-3’

Условия ПЦР. Преденатурация 95ºC – 5 мин. Циклов 35: денатурация 95ºC – 30 сек, отжиг

55ºC – 30 сек, элонгация 72ºC – 2  мин. Пост-элонгация: 72ºC – 5 мин.

(!) Если ПЦР-продукт получается слабый, количество циклов может быть увеличено до 40. 

(!!) При работе c 2х Encyclo-GC буфером (табл. 9.3) производители рекомендуют увеличить

колицество ПЦР-циклов до 40.

9.2.3.2 Амплификация фрагмента гена 18S рРНК эустигматофитовых водорослей (Katana et

al., 2001; Fawley et al., 2014) осуществляется с помощью следующих праймеров:

F 5’-AACCTGGTTGATCCTGCCAGT-3’

EustigR1 5’- GTTATAAACTCGTTGAACGCA-3’

Условия ПЦР. Преденатурация 95ºC – 5 мин. Циклов 35: денатурация 95ºC – 1 мин, отжиг

55ºC – 1 мин, элонгация 72ºC – 2  мин. Пост-элонгация: 72ºC – 5 мин.

9.2.3.3 Амплификация фрагмента гена 18S рРНК желто-зеленых водорослей (Andreoli et al.,

1999) осуществляется с помощью следующих праймеров: 

Alg 1d 5–24c 5’-CCTGCCAGTAGTCATACGCT-3’

Alg 8d 1786–1766c 5’-AAACCTTGTTACGACTTCAC-3’
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и внутренних секвенирующих праймеров в различных комбинациях:

Alg 2d 417–397c 5’-TTGGATGTGGTAGCCGTCTC-3’

Alg 3d 377–396c 5’-GATTCCGGAGAGGGAGCCTG-3’

Alg 4d 581–561c 5’-AATTACCGCGGCTGCTGGCA-3’

Alg 6d 911–930c 5’-CAGAGGTGAAATTCTTGGAT-3’

Alg 5d 958–938c 5’-TGCTTTCGCAGTAGTTCGTC-3’

Alg 7d 1259–1279c 5’-TCTTTCTTGATTCTATGGGT-3’

Условия ПЦР. Преденатурация 95ºC – 5 мин. Циклов 40: денатурация 95ºC – 45 сек, отжиг

57ºC – 30 сек, элонгация 72ºC – 1 мин. 10 сек. Пост-элонгация: 72ºC – 10 мин.

9.2.3.4 Амплификация ITS1-5.8S-ITS2 региона эукариотических водорослей. Участок ITS1

составляет до 300 п.н., ITS2 – 200-400 п.н. (иногда до 600 п.н.). Для прочтения ITS1-5.8S-

ITS2 региона используют следующие праймеры (White et al., 1990; Johnson et al., 2007):

ITS-AF 5’-CGTTTCCGTAGGTGAACCTGC-3’

ITS-BR 5’-CATATGCTTAAGTTCAGCGGG-3’

Прочитать участок ITS2 можно используя праймеры:

ITS3 5’-GCATCGATGAAGAACGCAGC-3’

ITS4 5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’

Условия ПЦР. Преденатурация 95ºC – 3 мин. Циклов 35: денатурация 95ºC – 30 сек, отжиг 51-

60ºC – 30 сек (ITS1-ITS2 57-59.5ºC, ITS5-ITS2 51.3-57ºC, ITS3-ITS4 52.1-57ºC),  элонгация

72ºC – 1 мин. Пост-элонгация: 72ºC – 10 мин

9.2.3.5 Амплификация ITS1-5.8S-ITS2 региона эустигматофитовых водорослей (Procházková,

2012) осуществляется с помощью следующих праймеров:

ITS-F-Visch 5’-GCGCCGTTGGCTTCTAGCC-3’

EustigF2 5’-TGCGTTCAACGAGTTTATAAC-3’

ITS4-Eustig 5’-TCCTCCGCTTAGTTATATGC-3’

Условия ПЦР.  Преденатурация 94ºC – 3 мин. Циклов 35: денатурация 94ºC – 60 сек, отжиг

53ºC – 60 сек, элонгация 72ºC – 2 мин. Пост-элонгация: 72ºC – 10 мин.

9.2.3.6  Амплификация  последовательности  rbcL эукариотических  водорослей.  Ген  имеет

длину до 1400 п.н., для его амплификации используют праймеры (McManus, Lewis, 2011):

M28F 5’-GGTGTTGGATTWAAAGCTGGTGT-3’

M1390Ra 5’-CTTTCCAAAYTTCACAAGCAGCAG-3’

а также внутренние секвенирующие праймеры:

M650R 5’-CGGTCTCTCCAACGCATGA-3’
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M1010Ra 5’-CCTTCAAGTTTACCTACAAC-3’

M379F 5’-GGTTTCAAAGCTCTTCGTGC-3’

M1161R 5’-CATGTGCCATACGTGAATAC-3’

M633F 5’-CATGCGTTGGAGAGACCGT-3’

Условия ПЦР. Преденатурация 94ºC – 5 мин. Циклов 35: денатурация 94ºC  – 1 мин 15 сек,

отжиг 56ºC  – 2 мин, элонгация 72ºC – 2  мин 15 сек. Пост-элонгация: 72ºC – 7 мин.

9.2.3.7  Амплификация  последовательности  гена  tufA эукариотических  водорослей.  Длина

амплифицируемого участка составляет 800-900 п.н., используют следующие праймеры (Fama

et al., 2002; Hall et al., 2010): 

tufAF 5’-TGAAACAGAAMAWCGTCATTATGC-3’

tufAR 5’-CCTTCNCGAATMGCRAAWCGC-3’

или пару 

tufA.50F 5’-TGGATGGTGCTATTYTAGTTG-3’

tufA.870R 5’-ATAGTGTCRCCTGGCATAGC-3’

Условия ПЦР. Преденатурация 94ºC - 5 мин. Циклов 35: денатурация 94ºC  – 1 мин, отжиг

54ºC  – 2 мин 15 сек, элонгация 72ºC – 2  мин. Пост-элонгация: 72ºC – 5 мин.

9.2.3.8 Амплификация гена 16S рРНК цианобактерий. Длина 16S рРНК совместно с регионом

16S-23S  ITS  составляет  около  2000  п.н.   Для  амплификации  используют  универсальные

праймеры (Nübel et al. 1997; Strunecký et al., 2010):

27F 5’-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’

23S30R 5’-CTTCGCCTCTGTGTGCCTAGGT-3’

и внутренние секвенирующие праймеры в различных комбинациях:

CYA359F 5’-GGGGGATTTTCCGCAATGGG-3’

CYA781R 5’-GACTACTGGGGTATCTAATCCC-3’

CYA1334R 5’-GACGGGCCGGTGTGTACA-3’

CYA1467R 5’-AAGGAGGTGATCCAGCCACA-3’

Условия ПЦР. Преденатурация 94°C – 5 мин. 40 циклов: денатурация  94°C – 30сек , отжиг

55°C – 30 сек , элонгация 72°C – 3 мин. Пост-элонгация:  72°C – 7 мин. 

9.2.3.9 Амплификация последовательности rbcL цианобактерий. Амплифицируемый участок

имеет длину до 700 п.н., для его амплификации используют праймеры (Tomitani et al., 2006;

Singh et al., 2015):

GF-C 5’-CTTYACYCAAGACTGGGCTTC-3’

GR-E 5’-AACTCRAACTTGATTTCYTTCC-3’
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или пара

rbcL_f 5’-GACTTCACCAAAGAYGACGAAAACAT-3’

rbcL_r 5’-GAACTCGAACTTRATYTCTTTCCA-3’

Условия ПЦР. Преденатурация 94°C – 5 мин.  30 циклов: денатурация  92°C –1 мин, отжиг

55°C – 1 мин, элонгация 72°C – 2 мин. Пост-элонгация:  72°C – 6 мин. 

9.2.3.10 Амплификация последовательности nifH цианобактерий. Амплифицируемый участок

имеет длину 300-400 п.н., для его амплификации используют праймеры (Singh et al., 2013):

nifHf 5’-CGTAGGTTGCGACCCTAAGGCTGA-3’

nifHr 5’-GCATACATCGCCATCATTTCACC-3’

Условия ПЦР. Преденатурация 95°C – 5 мин. Циклов 30: денатурация 95°C – 15 сек , отжиг

48°C (исключение Nostoc calcicola, Scytonema bohnerii и Nostochopsis sp. температура отжига

51.6 °C) – 30 сек, элонгация 72 °C – 1 мин. Пост-элонгация:  72 °C – 5 мин.

9.2.3.11 Амплификация последовательности nifD цианобактерий. Амплифицируемый участок

имеет длину до 300 п.н., для его амплификации используют праймеры (Henson et al. 2002,

2004a, 2004b, 2011):

5’-TTTCCGCCAAATGCACTCTTG-3’

5’-GCAAACCGTCGTAACCGTGAT-3’

или пара

H495 5’-GATGGCGATGTATGCTGCTAACAAC-3’

K300 5’-GACGGAAGTAAGCAACGCAACCTTG-3’

Условия ПЦР.  Преденатурация 94ºC – 2 мин. Циклов 10: денатурация 94ºC – 10 сек, отжиг

55ºC – 30 сек, элонгация 68ºC – 10 мин, с каждым циклом увеличивается продолжительность

на 20 сек. Циклов 25: денатурация 94ºC - 10 сек, отжиг 57 (50)ºC - 30 сек, элонгация 68ºC - 10

мин., с каждым циклом увеличивается продолжительность на 20 сек. Пост-элонгация: 68ºC  -

7 мин.

Для цианобактерий родов Plectonema, Leptolyngbya и Symploca – температура отжига 50ºC.

9.2.4 Условия ПЦР. Основные принципы (Темралеева и др., 2014).

- обычно при проведении ПЦР выполняется 25-35 циклов, каждый из которых состоит из

трех стадий: денатурация, отжиг праймеров, элонгация.

-  денатурация  ДНК:  двухцепочечную  ДНК  нагревают  до  94-96ºС  (или  до  98ºС,  если

используется термостабильная полимераза) в течение 0.5-2 мин для разрушения водородных

связей и разделения комплементарных цепей.

42



- перед первым циклом проводят длительный прогрев реакционной смеси в течение 2-10 мин

для полной денатурации матрицы. 

(!) Слишком долгая предварительная денатурация ведет к ускоренному падению активности

полимеразы и, в конечном счете, снижает эффективность ПЦР.

-  отжиг  праймеров:  присоединение  праймера  к  одноцепочечной  ДНК-матрице  при

температуре 40-72ºС (наиболее часто 55ºС) (McPherson, Moller, 2000). 

-  температура  отжига  зависит  от  состава  праймеров  и  обычно  выбирается  равной

температуре плавления праймеров. 

-  праймеры  подбирают  так,  что  они  ограничивают  начало  и  конец  амплифицируемого

фрагмента и комплементарны противоположным цепям ДНК. 

- время стадии отжига составляет около 30 сек.

-  элонгация  ДНК:  синтез  новой цепи  с  помощью  ДНК-полимеразы,  которая  достраивает

вторую цепь, используя праймер в качестве затравки. Температура элонгации зависит от типа

полимеразы, обычно составляет 68-72ºС для Taq- и Pfu-полимераз. 

- время элонгации зависит от типа ДНК-полимеразы и длины амплифицируемого фрагмента.

Обычно для каждой тысячи пар оснований требуется 1 мин. 

-  после  окончания  всех  циклов  обычно  проводят  дополнительную  стадию  финальной

элонгации, чтобы достроить все одноцепочечные фрагменты. Эта стадия длится 5-10 мин.

(!) Проблемы ПЦР-анализа и пути их решения описаны в Приложении (табл. 9.5).

9.3 Электрофоретическая детекция ДНК в агарозном геле

9.3.1 Приготовление 1 л 1х ТАЕ-буфера:

- к 50 мл концентрированного 25x TAE-буфера добавить 950 мл milliQ-воды. 

- перемешать путем переливания из стакана в стакан не менее 3 раз.

9.3.2 Приготовление 1% агарозного геля:

-  взвесить  в  стеклянный стакан  0.5  г  агарозы (для камеры  SE-1)  и/или  1  г  агарозы (для

камеры SE-2).

- добавить 50 мл 1х ТАЕ-буфера (для камеры SE-1) и/или 100 мл 1х ТАЕ-буфера (для камеры

SE-2).

- расплавить агарозу в СВЧ-печи, не доводя до сильного кипения.

- добавить 5 мкл красителя SYBR SAFE в 50 мл расплавленного геля и/или 10 мкл красителя в

100 мл расплавленного геля, тщательно перемешать стеклянной палочкой.

9.3.3 Остывший примерно до 50ºС гель залить в ванночку и установить гребенки. Оставить
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застывать гель на 40 мин при комнатной температуре в темноте.

9.3.4 На источнике тока PowerPac Basic (Bio-Rad) установить параметры для электрофореза.

Параметры аналитического электрофореза: 50 мА, 5,5 Вт, 110 В, длительность 40 минут.

Параметры препаративного электрофореза: 15 мА, 0,8 Вт, 53 В, длительность 120 минут.

(!)  Если  образец  содержит  2  ПЦР-продукта,  имеющих  близкий,  но  не  одинаковый

молекулярный вес,  то можно попробовать их разделить,  увеличив время препаративного

фореза  до  3-4  часов.  Когда  расстояние  между  ними  станет  достаточным,  аккуратно

вырезать каждую из полос, соблюдая стерильность. 

9.3.5 Застывший гель помещают в электрофорезную камеру, заполненную ТАЕ-буфером, и

аккуратно вынимают гребенки.

9.3.6  В  образовавшиеся  карманы  геля  (лунки)  вносят  маркер  молекулярного  веса,  ПЦР-

продукты и отрицательный контроль.

- в первую лунку ряда вносят 5 мкл маркер молекулярного веса (DNA ladder).

-  если  буфер  окрашен,  то  в  последующие  лунки  вносят  по  12  мкл  ПЦР-продуктов   в

определенном порядке, указанном в подготовленной заранее схеме.

- последним вносят отрицательный контроль объемом 12 мкл.

- если же буфер не окрашен, то для облегчения внесения ПЦР-продуктов в карманы геля и

визуального  контроля  миграции  проб,  к  вносимому  количеству  ПЦР-продукта  следует

добавить 1 мкл лидирующего красителя и аккуратно внести окрашенные пробы в лунки. 

-  смешивать  ПЦР-продукт  с  красителем  лучше  в  специальных  планшетах  или  на

лабораторной ленте Parafilm.

9.3.7 После окончания электрофореза,  агарозный гель помещают на застеленный пищевой

пленкой фильтр трансиллюминатора ECX-F15.M (Vilber Lourmat), который излучает свет в

ультрафиолетовом диапазоне (254-310 нм).

-  нужно  убедиться,  что  в  геле  присутствует  целевой  ПЦР-продукт  искомого  размера.

Рассматриваем гель при 70% излучения после препаративного электрофореза и при 100%

после аналитического электрофореза.

-  результаты  визуализации  ампликонов  фиксируем  с  помощью гельдокументирующей

системы Doc-Print VX5 (Vilber Lourmat).

9.3.8 Вырезают участки геля, содержащие продукт ПЦР, при излучении 70%.

-  вырезать  полосу  геля,  содержащую  необходимый  фрагмент  при  помощи  стерильного

скальпеля

-  подготовить  микропробирки  на  1.5  мл  и  поместить  в  него  вырезанный  участок  геля.
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Подписать  (ДНК-маркер,  дата,  число  полосок).  Максимально  в  микропробирку  можно

поместить до 4 полосок  одного ДНК-маркера.

- микропробирки с гелем заморозить при -20С.

9.4.Очистка ДНК из геля

Осуществляется при помощи наборов набор Cleanup Mini, Cleanup Standart (Евроген, Россия)

или аналога, следуя протоколу производителя.

9.5 Подготовка проб к секвенированию

Проводится в соответствии с требованиями фирмы, осуществляющей услугу.

10. СОП ПО ВВЕДЕНИЮ (ДЕПОНИРОВАНИЮ) ШТАММОВ ЦИАНОБАКТЕРИЙ И

ВОДОРОСЛЕЙ В ФОНД

10.1  Подготовка  документов  для  приема  штаммов  цианобактерий  и  водорослей  на

хранение в коллекцию ACSSI

10.1.1  Руководитель  коллекции  ACSSI принимает  письмо  организации-депозитора  с

просьбой  о  депонировании  и  высылает  условия  депонирования  («Правила  передачи

штаммов») и пакет документов, которые депозитор должен заполнить («Образец письма на

депонирование штамма», «Паспорт штамма»).

10.1.2  Заявление  на  депонирование  должно  быть  подписано  депозитором,  руководителем

организации-депозитора  или  иным  лицом,  уполномоченным  на  это,  с  указанием  его

должности. Подпись скрепляется печатью.

10.1.3 Заявление должно содержать:

- полное и сокращенное название организации-депозитора,

- юридический и фактический адреса, адрес для переписки и телефон контактного лица с

указанием его имени, отчества и фамилии;

- название депонируемого штамма цианобактерии или водоросли;

- опознавательный шифр, присвоенный штамму депозитором

10.1.4 Паспорт высылается руководителю коллекции ACSSI на проверку.

10.1.5 После подтверждения правильности его заполнения, паспорт должен быть подписан

депозитором и утвержден руководством его организации с подписью и печатью.

10.1.6 В Коллекцию высылается как электронная версия паспорта (в формате Word), так и

подписанный бумажный оригинал.

10.1.7 Паспорт должен в обязательном порядке содержать следующую информацию:

- наименование организации-депозитора с указанием почтового адреса;
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- состав авторского коллектива;

- таксономическое положение штамма (вид, подвид);

- автор (авторы) штамма;

-  источник  выделения  штамма  (субстрат;  географический  пункт;  географические

координаты); 

- дата изоляции штамма;

- номер штамма при изоляции;

- питательная среда;

- описание условий, необходимых для культивирования и хранения штамма;

- аутентичность;

- уровень доступа к штамму; 

- методы идентификации штамма;

- ФИО человека (полностью), ответственного за идентификацию штамма.

10.1.8  По  информации,  представленной  в  паспорте,  руководитель  коллекции  ACSSI

принимает решение о возможности или отказе депонировать штамм.

10.1.9  На  этом  этапе  отказ  в  депонировании  может  быть  обусловлен  следующими

причинами:

-  представленный  штамм  не  относится  к  группам  микроорганизмов,  депонируемым  в

коллекцию (цианобактерии и водоросли);

- поддержание штамма требует условий, которые Коллекция ACSSI технически не способна

обеспечить;

- представленный штамм не соответствует заявленным паспортным данным или требованиям

чистоты и жизнеспособности. 

(!) В этом случае депозитор имеет право осуществить повторную передачу в коллекцию

чистого и жизнеспособного штамма.

10.2 Прием штамма на хранение

10.2.1 Руководителем коллекции назначается сотрудник, ответственный за прием штамма.

10.2.2 На основании информации, предоставленной в паспорте, сотрудник готовит посуду и

среды, необходимые для приема штамма и его тестирования. 

10.2.3 Ответственный сотрудник принимает штамм в двух экземплярах, предпочтительно в

пробирках или на чашках Петри на твердой среде, возможен также прием штамма на жидкой

среде. Депозитор должен гарантировать жизнеспособность переданного штамма в течение 20

дней после передачи.
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10.2.4 Сотрудник, ответственный за депонирование данной культуры, проводит микроскопию

и тестирование культуры на жизнеспособность.

10.2.5 Микроскопия и процедура тестирования должны быть завершены в течение 20 дней

после поступления штамма.

10.2.6 Если полученная культура не содержит жизнеспособного штамма цианобактерии или

водоросли, указанного в заявлении, либо отличается от описания в паспорте, либо загрязнена

мицелием грибов, простейшими, другими водорослями или цианобактериями (бактериальная

контаминация  допускается,  если  она  не  затрудняет  рост  культуры  водоросли  или

цианобактерии), депозитору высылают отказ в депонировании культуры с обоснованием.

10.2.7 Депозитор может позже представить депонируемый штамм в надлежащем качестве. 

10.2.8 Если культура прошла проверку на  чистоту и жизнеспособность с  положительным

результатом, ответственный за депонирование сотрудник проводит регистрацию культуры в

Коллекции.

10.2.9 Присваивает депонированному штамму уникальный коллекционный шифр и вносится

его в список коллекционных культур.

10.2.10 Проставляет шифр и дату депонирования в паспорте  депонированного штамма (в

электронной и бумажной версии).  Дата  депонирования культуры устанавливается  по дате

поступления  в  коллекцию  жизнеспособного  штамма,  не  содержащего  загрязнения,  и

комплекта вышеперечисленных документов.

10.2.11 Выделяет культуре постоянное место хранения.

10.2.12 Оформляет справку о депонировании  (при необходимости).

10.2.13  Собирает  бумажные  оригиналы  всех  документов  на  этот  штамм  (заявление  на

депонирование, паспорт штамма) и помещает их в папку «Депонирование».

10.2.14  Информация  о  штамме  заносится  в  электронный  каталог  на  сайте  Коллекции

http  ://  acssi  .  org с указанием всех сведений и режима доступа.

11.  СОП  ПО  ПОДГОТОВКЕ  К  ВЫДАЧЕ  ШТАММОВ  ЦИАНОБАКТЕРИЙ  И

ВОДОРОСЛЕЙ ФОНДА

11.1 Подготовка документов для выдачи штаммов цианобактерий и водорослей фонда

коллекции ACSSI

11.1.1  Коллекция  предоставляет  штаммы  цианобактерий  и  водорослей  научно-

исследовательским  и  коммерческим  организациям  на  договорной  основе  на  основании

правил выдачи штаммов («Правила получения штаммов  ACSSI») и заявления («Заявка на
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получение штаммов»). Депонированные штаммы предоставляются согласно уровню доступа,

прописанного в «Паспорте штамма». 

11.1.2  Заявитель,  желающий  получить  штамм  из  фонда  Коллекции,  составляет  запрос  в

произвольной форме и отправляет его на электронную почту руководителя коллекции.

11.1.3 Руководитель коллекции подтверждает возможность получения запрошенного штамма

или предлагает альтернативу.

11.1.4  Когда  выбор  штаммов  определен,  заявитель  заполняет  заявку  на  предоставление

штамма («Заявка на получение штаммов»).

11.1.5  Подготовка  штаммов  к  выдаче  начинается  после  получения  сканированной

подписанной заявки с печатью организации.

11.1.6 Бумажную копию заявитель отправляет почтой или передает при получении штамма.

Заявитель  несет  почтовые  расходы,  связанные  с  пересылкой  документов  и  штаммов,

самостоятельно.

11.1.7 Заявка должна содержать:

- полное и сокращенное название организации-депозитора,

- список штаммов, которые заявитель планирует получить (полное наименование, шифр в

коллекции)

- указание цели приобретения штаммов;

-  подтверждение,  что  штаммы  не  будут  использоваться  в  коммерческих  целях,  если  нет

дополнительного соглашения на это.

11.1.8 При публикации результатов исследования, в которых использовался предоставленный

Альгологической коллекцией ИФХиБПП РАН (ACSSI) штамм водоросли или цианобактерии,

ссылка на Альгологическую коллекцию ИФХиБПП РАН (ACSSI) обязательна.

11.2 Подготовка штаммов к выдаче

11.2.1  Руководитель  коллекции  передает  куратору  коллекции,  ответственному  за  выдачу

штаммов, задачу подготовить штамм.

11.2.2  Куратор  коллекции  организует  работу  инженера  по  подготовке  посуды  и  среды,

необходимых для посева запрошенных штаммов и их тестирования.

11.2.3  Для  подготовки  штамма  к  выдаче  куратор  берет  один  из  последних  по  времени

пересева  вариантов  штамма  из  хранения  (обычно  штаммы  хранятся  в  двух  и  более

экземплярах) и высевает его в двух повторностях – одна для передачи, вторая для замены

экземпляра из хранения.

11.2.4  Куратор  отбирает  пробу  для  микроскопирования  с  целью  подтверждения
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аутентичности передаваемых штаммов и чистоты. 

11.2.5 Через 10-14 дней штамм обычно готов к выдаче, о чем сообщают заявителю. 

11.2.6 Доставку штамма организует заявитель.

11.2.7  Вместе  со  штаммом  заявителю  выдается  паспорт  штамма,  заверенный  подписью

руководителя коллекции.

49



СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ

Андреева  В.М. Почвенные  и  аэрофильные  зеленые водоросли  (Chlorophyta:  Tetrasporales,

Chlorococcales, Chlorosarcinales). СПб.: Наука, 1998. 351 с.

Гайсина  Л.А.,  Фазлутдинова  А.И.,  Кабиров  Р.Р. Современные  методы  выделения  и

культивирования водорослей: учебное пособие. Уфа: Изд-во БГПУ, 2008. 152 с.

Темралеева А.Д., Минчева Е.В., Букин Ю.С., Андреева А.М. Современные методы выделения,

культивирования  и  идентификации  зеленых  водорослей  (Chlorophyta).  Кострома:

Костромской печатный дом, 2014. 215 с.

Andreoli C., Moro I., La Rocca N., Rigoni F., Dalla Valle L., Bargelloni L.  Pseudopleurochloris

antarctica gen. et sp. Nov., a new coccoid xanthophycean from pack-ice of Wood Bay (Ross Sea,

Antarctica): ultrastructure, pigments and 18S rRNA gene sequence // Eur. J. Phycol. 1999. V. 34. P.

149–159. 

Fama P., Wysor B., Kooistra W. H., Zuccarello G. C. Molecular phylogeny of the genus Caulerpa

(Caulerpales, Chlorophyta) inferred from chloroplast tufA gene // J. Phycol. 2002. V. 38.  № 5. P.

1040-1050. 

Fawley K. P., Eliáš M., Fawley M. W. The diversity and phylogeny of the commercially important

algal  class  Eustigmatophyceae,  including  the  new  clade  Goniochloridales //  J.  Appl.  Phycol.

2014. V. 26. P. 1773–1782.

Han P. P., Jia S. R., Sun Y., Tan Z. L., Zhong C., Dai Y. J., Tan N., Shen S. G . Metabolomic approach

to optimizing and evaluating antibiotic treatment in the axenic culture of cyanobacterium Nostoc

flagelliforme // World J. Microbiol. Biotechnol. 2014. V. 30 № 9. P. 2407 - 2418.

Henson B. J., Hartmann L., Barnum S. R., Watson L. E. Evolution and variation of the nifD and

hupL elements in the heterocystous cyanobacteria // Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 2011. V. 61. № 12.

P. 2938 - 2949.

Henson  B.  J.,  Watson  L.  E.,  Barnum  S.  R. Molecular  differentiation  of  the  heterocystous

cyanobacteria, Nostoc and Anabaena, based on complete nifD sequences // Curr Microbiol. 2002. V.

45. P. 161-164.

Henson  B.  J.,  Hesselbrock  S.  M.,  Watson  L.  E.,  Barnum  S.  R. Molecular  phylogeny  of  the

heterocystous cyanobacteria (subsections IV and V) based on nifD // Int. J. Syst. Evol. Microbiol.

2004. V. 54. P. 493-497.

Henson B. J., Watson L. E., Barnum S. R. The evolutionary history of nitrogen fixation, as assessed

by nifD // J. Mol. Evol. 2004. V. 58. P. 1-10.

Huss V. A., Frank C., Hartmann E. C., Hirmer M., Kloboucek A., Seidel B. M., Wenzeler P., Kessler

50



E. Biochemical  taxonomy  and  molecular  phylogeny  of  the  genus  Chlorella  sensu  lato

(Chlorophyta) // J. Phycol. 1999. V. 35. P. 587-598.

Johnson  J.  L.,  Fawley  M.  W.,  Fawley  K.  P. The  diversity  of  Scenedesmus and  Desmodesmus

(Chlorophyceae) in Itasa State Park, Minnesota, USA // Phycologia. 2007. V. 46. P. 214–229.

Procházková  K. Diverzita  a  druhový  koncept  u  komplexu  Vischeria/Eustigmatos

(Eustigmatophyceae). 2012. Praha, Karlova univerzita. 79 p.

Katana A., Kwiatowski J., Spalik K., Zakrys B., Szalacha E., Szymanska H. Phylogenetic position of

Koliella (Chlorophyta) as inferred from nuclear and chloroplast small subunit rDNA // J. Phycol.

2001. V. 37. P. 443-451.

McManus  H.  A.,  Lewis  L.  A. Molecular  phylogenetic  relationships  in  the  freshwater  family

Hydrodictyaceae (Sphaeropleales,  Chlorophyceae),  with an emphasis  on Pediatrum duplex  //  J.

Phycol. 2011. V. 47. № 1. P. 152-163.

McPherson M. J., Møller S. G. Pcr. UK, Oxford: BIOS Scientific Publishers, 2000. 72p.

Mustapa M., Sallehudin N.J., Mohamed M.S., Noor N.M. Raus R.A. Decontamination of Chlorella

sp. culture using antibiotics and antifungal cocktail treatment // ARPN J. Eng. Appl. Sci. 2016 V. 11.

№ 1. P. 104 - 109.

Nübel  U.,  Garcia-Pichel  F.,  Muyzer  G. PCR  primers  to  amplify  16S  rRNA  genes  from

cyanobacteria // Appl. Environ. Microbiol. 1997. V. 63. № 8. P. 3327-3332.

Singh  P.,  Fatma  A.,  Mishra  A.  K. Molecular  phylogeny  and  evogenomics  of  heterocystous

cyanobacteria using rbcl sequence data // Ann. Microbiol. 2015. V. 65. P. 799 – 807.

Singh  P.,  Singh  S.  S.,  Elster  J.,  Mishra  A.  K.  Molecular  phylogeny,  population  genetics  and

evolution of heterocystous cyanobacteria using nifH gene sequences // Protoplasma. 2013. V. 250.

№ 3. P. 751–764.

Strunecký O.,  Elster  J.,  Komarek J. Phylogenetic  relationships  between geographically separate

Phormidium  cyanobacteria: is there a link between north and south polar regions? // Polar Biol.

2010. V. 33. P. 1419–1428.

Tomitani A., Knoll A., Cavanaugh C., Ohno T. The evolutionary diversification of cyanobacteria:

molecular–phylogenetic and paleontological perspectives // Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 2006. V.

103. P. 5442–5447.

White T. J., Bruns T., Lee S., Taylor J.  Amplification and direct sequencing of fungal ribosomal

RNA genes for phylogenetics // PCR protocols: a guide to methods and applications / Eds. Innis M.

A., Gelfand D. H., Sninsky J. J., White T. J. San Diego: Academic Press, 1990. V. 18. P. 315-324.

51



ПРИЛОЖЕНИЕ

52



Таблица 9.5. Пути решения проблем ПЦР-анализа

Проблема Возможная причина Способы исправления
Нет  ПЦР-

продукта

Один  или  несколько

компонентов

реакционной смеси не

добавлен или испорчен

Проверьте  правильность  приготовления  реакционной

смеси.  Используйте  проверочный  лист,  чтобы

гарантированно  внести  все  компоненты  в  пробирку.

Повторите реакцию, используя положительный контроль. 
Нет  ПЦР-

продукта,

слабый  ПЦР-

продукт

Недостаточное

количество  ДНК-

матрицы

Увеличьте долю ДНК-матрицы в реакционной смеси. 

Нет  ПЦР-

продукта

Неоптимальные

концентрации  магния,

праймеров

При использовании коммерческого набора реактивов для

ПЦР концентрации компонентов оптимизированы. Однако

следует  помнить,  что  рабочую  концентрацию  магния  в

смеси  можно  варьировать  в  диапазоне  1-5  мМ,  а

праймеров – 0.2-0.5 мкМ.
Нет  ПЦР-

продукта

Неудачная  структура

праймеров

Пересмотрите  структуру  праймеров.  Проверьте

правильность  последовательности  праймеров,

секвенировав их.
Нет  ПЦР-

продукта,

слабый  ПЦР-

продукт

Неоптимальная

температура или время

отжига праймеров

Поставьте  несколько  реакций  с  разной  температурой

отжига или используйте температурный градиент. 

Увеличьте время отжига на 3-4 сек.

Нет  ПЦР-

продукта,

слабый  ПЦР-

продукт

Недостаточное

количество циклов

Увеличьте  число  циклов  ПЦР,  добавляя  по  3-5  циклов

каждый  раз.  Минимальное  число  циклов  25,

максимальное 40.

Нет  ПЦР-

продукта

Сложная ДНК-матрица Используйте  буфер  для  сложных  матриц,  который

содержит  компоненты  для  усиления  денатурации  и

дестабилизации  ДНК-дуплекса  (опционально

поставляется  в  коммерческих  наборах  реактивов  для

ПЦР).

Одновременно  увеличьте  температуру  денатурации  до

96ºC,  продолжительность  предварительной  денатурации

до 2 мин. 

Уменьшите  температуру  отжига  праймера  на  2-5°C

относительно расчетной величины, увеличьте количество

циклов ПЦР на 2-7.
Нет  ПЦР-

продукта,

Короткое

время элонгации

Увеличьте время элонгации с шагом 30 сек.
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слабый  ПЦР-

продукт
Нет  ПЦР-

продукта,

слабый  ПЦР-

продукт

Наличие  ингибиторов

в смеси

Сделайте  серию  последовательных  разведений  ДНК-

матрицы.

Используйте  присадки,  например,  бетаин,  БСА,  ДМСО,

формамид, глицерол и др.
Нет  ПЦР-

продукта,

слабый  ПЦР-

продукт

Плохое качество ДНК-

матрицы

Проверьте  качество  ДНК-матрицы  с  помощью

электрофореза. Замените матрицу.

Нет  ПЦР-

продукта

Неисправная  работа

амплификатора

Проверьте  соответствие  реальных  температур  и

количества циклов в амплификаторе.
Образование

смазанных

ПЦР-

продуктов

Избыток  ДНК-

матрицы

Уменьшите долю ДНК-матрицы в реакционной смеси или

сделайте серию последовательных разведений тотальной

ДНК.

Образование

смазанных

ПЦР-

продуктов

Избыток полимеразы Если оптимизация параметров ПЦР не привела к успеху,

попробуйте в два раза снизить концентрацию полимеразы.

Образование

смазанных

ПЦР-

продуктов

Длинное  время

элонгации

Уменьшите время элонгации.

Образование

смазанных

ПЦР-

продуктов

Низкая  температура

денатурации 

Увеличьте температуру денатурации на 1ºC.

Образование

смазанных

ПЦР-

продуктов

Сложная ДНК-матрица Используйте  буфер  для  сложных  матриц,  который

содержит  компоненты  для  усиления  денатурации  и

дестабилизации  ДНК-дуплекса  (опционально

поставляется  в  коммерческих  наборах  реактивов  для

ПЦР).

Одновременно  увеличьте  температуру  денатурации  до

96ºC,  продолжительность  предварительной  денатурации

до 2 мин. 

Уменьшите  температуру  отжига  праймера  на  2-5°C

относительно расчетной величины, увеличьте количество

циклов ПЦР на 2-7.
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Образование

множественн

ых  или

смазанных

ПЦР-

продуктов

Избыток циклов Уменьшите  количество  циклов.  Минимальное  число

циклов 25, максимальное 40.

Образование

множественн

ых  ПЦР-

продуктов

Низкая  температура

отжига

Используйте процедуру горячего старта (hot-start PCR) и

увеличьте температуру отжига праймера на 2-3ºC с шагом

0.5ºC.  Если  есть  возможность,  то  используйте

градиентный амплификатор. 

Попробуйте  ступенчатую  постановку  ПЦР  (touchdown

PCR). 
Образование

множественн

ых  ПЦР-

продуктов

Неудачная  структура

праймеров

Пересмотрите  структуру  праймеров.  Проверьте

правильность  последовательности  праймеров,

секвенировав их.

Образование

множественн

ых  ПЦР-

продуктов

Контаминация

посторонней  ДНК-

матрицей

Проконтролируйте  возможность  контаминации

компонентов ПЦР, автоматических дозаторов и пробирок с

помощью  отрицательного  контроля.  В  случае

обнаружения  контаминации  замените  загрязненный

реактив и проведите очистку помещений и дозаторов.
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