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Дктуальность исследования. На сегодняшний день в группу магнитотактических
бактерий входят представители р€tзличных филумов. Магнитотактические бактерии
(МТБ) споообны к формированию магнетосом, представляющие нанорчвмерные
кристzlJIлы магнетита или грейгита. Эти кристztллы обладают уникatпьными
характеристиками: узкое распределение по размерам и однодоменность,
идеatльная кристzlJIлическая структура и высокiUI степень химической чистоты.

В силу таких характеристик они широко используются в получении

полупроводников с высокой информационной мощностью, эффекгивных

катализаторов в химических реакциrIх за счет высокой удельной площади

поверхнос^ги и других видов нанотехнологий, а также в качестве носителей для

целевой доставки лекарств к опухолям и т.д.

На сегодняшний день небольшое число штаммов магнитотактических

бакгерий выделено в чистую культуру, поэтому получение новых штаммов

является акгуztпьным, т.к. IIовые штаммы будут являться поставщикаМи

крист€Lплов с новыми свойствами и возможностями. В настоящее время

систематика МТБ, основанная лишь на анiLлизе гена 1бS рРНК, }ж9 исчорпitли свои

возможности и нуждается в пересмотре.В работе используются новые, актуtшьные

в научном мире подходы в исследовании полногеномных и аминокислотных

последовательностей (ANI, AAI).B работе были найдены пределы для отдельных

систематических единиц. В связи со сложностью культивирования данной |руппы
микроорганизмов использование геномных данных является важной научной и

биотехнологической задачей. Высокая вариативность в метаболизме ilзота, серы,

фосфора позволяет МТБ занимать центрzrльное положение в перераспрOделении

потока биогенных элементов.

В настоящее вромя в данной работе предложеЕ новый метод выделения

МТБ, нивелирующий проблему выделениrI неподвижных бакгерий данноЙ грУппы,

а также идентификация с использованием методов высокопроизводительного

секвенирования, что В совокупности способно расширить понимание о

разнообразии магнитотактических бактерий, дать кJIюч к исследованию

метаболизма И синтеза магнетосом, а увеличение числа штаммов мтБ, доступных

в чистых культурах, можеТ внести значительный вклад в рЕlзвитие биотехнологии.

Все выше c1r13aнHoe и определяет актуrrльность данной работы, посвященноЙ

разработке новых методов выделенLuI и идентификации МТБ.
обоснованность и достоверность полученных результатов. В ходе выполнения

работы значительное внимание уделено идентификации новых видов

магнитотактических бактерий с использованием комплекса современных методов
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молекулярной биологии и филогенетического анализа, а также разрабОтке и

тестированию новых методов выделения представителей данной группы
микроорганизмов.
Итогом работы выступает усовершенствование молекулярной, таксономическоЙ и

микробиологической диагностики, усовершенствование и значитеЛЬное

расширение таксономической структуры магнитотактических бакгерий, описание

четырех новых видов, из которых два описаны на основе метагеномного сиквенса.

,Щостоверность исследований. Материалы диссертации содержатся в 13 печатных

работах, вкJIючающих молекулярrryю и таксономическую идентификацию

описанных видов: 5 экспериментilльных статьях и 8 тезисах конференции.

Научная новизна исследования. Предложен метод скрининга МТБ, включаюЩий

идентификацию с использованием панели праймеров, специфичной к

функционirльному гену формированиlI магЕетосом mаmК, и метод сепарации иЗ

природных образцов. ,Щанный комплекс методов протестирован в процессе

выделения нового рода-кандидата и вида-кандидата 'Са. Magnetomonas plexicatena'

филума Nitrospirae. Описаны два новых вида рода Magпetospirillum Ms.

mоsсоviепsе sp. поч. ВВ-lТ и Ms. kuzпеtsоvii sp. nov. LBB-42T, для которых

определено таксономическое положение. На основании приведенных данных аВТор

выделяет новое семейство кандидата 'Са. Magnetaquicoccaleae', в составе него был

выделон род-кандидат 'Са. Magnetaquicoccus' и новый вид-кандидат 'Са.

Magnetaquicoccus inordinatus' .

Практическая значимость. Разработанный комплексный подход позВоляеТ

расширить знание о разнообрzвии МТБ, в том числе Еекультивируемых фОРм, а

также полученные чистые культуры рода Magпetospirillum моryт быть

использованы в качестве продуцентов магнетосом. Понимание структуры и сосТаВа

магнетосомных геномных островов позволит получать магнетосомы методом

гетерологичной э кспрессии в рекомбинантных штаммах.

Структура и содержание. Структура работы логически выстроена и иЗЛожена В

досryпной форме. .ЩиссертациоЕная работа Козяевой Вероники Валерьевны

изложена на 1б4 страницах, вкJIючая 18 таблиц и Зб рисунков и списка литературы

из 229 наименований, из них 7- на русском и 222- на англиЙском яЗЫКе.

,Щиссертация построена по традиционному плану - состоит из ввеДения, ОСНОвНОЙ

части, вкJIючающей 10 глав, закJIючениJI и выводов.

Во <<Введении>> автор описывает существующую научную проблему,

актуаJIизирует цель исследования и задачи, обосновывает необходимость

выполнения исследований, формулирует основные положения, выносимые Еа

защиту.
В <Обзоре литературы>> автором цитируются работы из изучаемоЙ областИ

исследования. обзОр состоит из 5 глав. В первой главе кратко описываются общие

представление о МТБ и иХ экологии. Вторая глава посвящена современЕому

состоянию методов выделения мтБ в чистые культуры, а также в главе

рассматриваются методы идентификации некультивируемых мтБ. В третьей главе
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подробно описывается морфология, систематика и филогения МТБ. Четвертая

глава посвящена разнообрtвию генов, ответственных за формирование магнетосом,

их организации, реryляции, происхождению, эволюции и формированию в кJIетке.

В заключительной пятой главе <Обзора литературыD рассматриваются особенности

углеродного, серного и €lзотного метаболизма представителей семейств

Rhodo sp ir il lac е ае и Маgпе toc о с с ас е ае.

В главе <<Материалы п методы исследовапия>> описаны объекгы и методы

исследованиrI, используемые в работе. Эти методы адекватны поставленным

задачам и вкJIючают современные микробиологические, молекулярно-

биологические, аналитические, физико-химические и биоинформатические методы

обработки данных. Автор также приводит собственную систему сепарации кJIеток

мтБ.
<<Результаты и обсуrцдения>> изложены в трёх главах (7-10) согласно полученным

данным из трех географически удаленных сообществ МТБ.
В главе '| автор приводит данные исследования разнообразия

магнитотакгических бакгерий микрокосма р. Москва. Согласно данным
метагеномного исследования обнаружено l40 последовательностей 16S rRNA,
которые на основании высокого уровня сходства (> 98%) были объединены в 13

операционно таксономических единиц (ОТЕ). Интересно, что микроскопические
исследования морфологии образца данного микрокосма не выявило других
морфотипов помимо кокков, тогда как деление МТБ на основе структуры
магнетосом и puвMepa кJIеток привело к выделению пяти рilзличных морфотипов. В
свою очередь филогенетический анализ позволил выявить два порядка
(Magпetococcales и Rhodospirillales), внутри которых кJIастеризуются все ОТЕ. Все
последовательности библиотеки принадлежат представителям филума
Proteobacteria, причем свыше 90% (OTEI-OTEIO) кJIастеризуются внутри порядка

Magпetococcales и только три ОТЕ принадлежат бакгериям порядка

Rhodospirillales. Выделен в чистую культуру и описан новый вид МТБ
Magпetospirillum mоsсоуiепsе ВВ-lТ из р. Москва.

В восьмой главе особое внимание получило исследование МТБ из проб

реки Уда. ОТЕ Magпetococcales bacteriulz UR-1 была доминирующей (87%) от всех
генов 165 рРНК. Штамм UR-l был определен как новый вид-кандидат, которому
предложено название 'Са, Magnetaquicoccus inordinatus'. Выявлено семейство-
кандидат 'Са. Magnetaquicoccaceae' в составе порядка Маgпеtососсаlеs в составе

которого выделено 2 рода-кандидата: в первый входят 'Са. Magnetaquicoccus

inordinafus' UR-1, Маgпеtососсаlеs bacterium YD0425bin7, Magпetococcales
bacterium WМНЬiпб и Magпetococcales Ьасtеrium HCHbinS, второй род образован

кокком Маgпеtососсаlеs bacterium WMHbin3. Предложено выделить в порядке

Magпetococcales Iшть семейств: Маgпеtососсасеае, 'Са. Magnetaquicoccaceae',
WMHbinl, ERl bin7, DC0425bin3.

Исследование морфологии магЕетосом проводили с помощью зонда Uda54-

3, FISH. ,Щанные совпали с ранее описанными. В главе приводятся данные о

метагеномном секвенирования UR-1, который отвечает всем параметрам сборки
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метагеномов (полнота сборки 97.4Оh, контаминация 3.8%). Что подтверждает

достоверность генетически-молекулярных данных. .Щля филогенетического анzшиза

были использованы покilзатели AAI и РОСР. Показатели AAI для Magпetococcales

находятся в рангах от 50.1% до 99.0%. Для полученных представителей AAI
составила 50.1%-55.8Ой, что укJIадывается в пределы, рекомендуемые создателями

интерфейса, для филогенетического рtвделения внутри семейства. Однако авторы

интерфейса укЕвывают на необходимость коррекции покiвателя в отдельных

группах прокариот. На основе сравнениrI AAI внутри полученных представителей

МТБ, Козяева В.В. устанавливает границу равную 64%. Исходя из этих данных
происходит рilзделение кJIады (UR-l)) на два рода: в первый входят UR-l,
YD0425bin7, WМНЬiпб и HCHbinS, второй род образован кокком WMHbin3.
Однако автор укЕвывает на недостаточность информации по геЕомам для
использования РОСР, которые не покчtзывilли филогенетического рrвделения
(процент сходства превышirл рекомендуемые 50%). .Щля выделения видов внутри

полученных кJIад были применены анализы ANI и dDDh. В итоге внутри кJIады

<WMHbinl>>, штаммы DCbiп4 и WMHbinl представляли один и тот же вид в

составе одного и того же семейства. Значение ANI между штаммами HA3binl и

HAa3bin1 (95.З%) находилось на границе разделения видов (95-96%). На основании

приведенных данных автор выделяет новое семейство кандидата 'Са.

Magnetaquicoccaceae', в составе Еего был выделен род-кандидат 'Са.
Magnetaquicoccus'.

Для штамма UR-l получен полногеномный сиквенс. Полнота сборки

генома позволила описать автору все гены синтеза магнетосом у UR-l. Это

позволило выявить практически все гены биоминерtLлизации магнетосом (гены

mаmДВ оперона (mаmДВКLМI{ОРQSТF-likе), кJIастер mаmНIЕ и гены mmsF-like и

mamD-like). Пракгически все гены образуют единый кJIастер в одном из контигов
генома. Магнитотактические кокки WMHbin6, YD0425bin7 и WMHbin3 имеют

сходный набор и организацию магнетосомных генов.

Последующий филоген9тический анализ выявил н€tличие горизонтilльного

переноса у семейства'Са. Magnetaquicoccaceae'. При филогенетическом анализе

была обнаружена высокЕuI скорость нукJIеотидных замен между UR-l и WMHbinv6,
по сравнению с магнетосомными белками, что также укЕвывает на горизонтальный

перенос внутри штаммов. Однако следует отметить, что Козяева В.В. покtlзала, что

для МТБ харакгерно вертик€Lпьное наследование магнетосомных генов.

Особо следует отметить, что Козяева В.В., не являясь узким сrrециilлистом

в области биохимической биологии, смогла провести тщательный анализ генома в

области изучения метаболизма серы, углерода, iвота и фосфора.
В геноме UR_l обнаружены все гены диссимилляционного пути превращения

tвoTa: оперон парDДGНВС и паrGНI, кодирующие перипл€вматические И

мембраносвязанные нитратредукт.}зы, гены нитритредукт€lз (пirВD и пirS). У UR-1

отсутствуют гены поrВС, кодирующие NО-редукт€lзу, что может приводить к

накоплению токсичного продукга - NO. Имеющиеся не состыковки в нzlличии
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полного комплекта генов диссимиляционной нитратредукции, вероятно

объясняется неполнотой геномного сиквенса.

Среди генов ассимилляционного превращениJI rвoтa обнаружен кJIастеР пf,

необходимый для фиксации атмосферного irзота, вкJIючающий 18 генов. ОДнаКО

способность к фиксации атмосферного азота не является общим для

представителей семейства 'Са. Magnetaquicoccaceae': азотфиксация хараКтерна

только для UR_l, YD0425bin7 и WMHbin3. Также обнаружен набор геЕоВ NADH-
зависимых ассимиляционной нитратредукгаз и нитритредуктilз, что гоВорит О

потенциальноЙ способности штамма к ассимиляционЕомУ восстановлению

нитратов.

Из двух известных систем окисления сульфида геном UR-l соДеРЖИТ

лишь гены FссДВ (флавоцитохром с сульфиддегидрогеназа), который соглаСУется С

работой rDSR. Наличие из Sох-комплекса только генов soxYZ, укiвывtlют на

отсутствии SOX цикла у tIR-l. Автор делает предположение об участии soxYZ в

метаболизме сульфита, которые у пресноводных магнитотактических кокков

работают совместно с обратной диссимилляционной сульфитродукт€lЗой (rDsr) и

способствуют окислению сульфита. Также были выявлены гены непрямого

окисления сульфита до сульфата, sat и aprAB.

В геноме UR_l отсутствуют гены кJIючевых ферментов ассимилляционнОЙ

сульфатредукции: сульфат_аденилатгрансферазы (cycN) и 3'-фосфоаденозин-5'-

фосфосульфатсинтазы (сусР). Автор предполагает, что способность бактериЙ

окислятЬ восстаноВленные соединенИя серЫ компенсирует отсутствие ферментов
ассимиляции сульфатов.

В геноме UR_l есть гены, отвечающие за транспорт фосфора в KrreTKy (pil,

рstDДВS, Pho(). В геноме UR-l было найдено два гена ppk2 отвечающие за синтез

полифосфатных граIryл. Однако не найдены гены ответственные за расЩеплеНИе
полифосфатов ррх, рар.У UR-l также не были найдены гены ppkl. Таким ОбРаЗОМ

у UR-1 при участии РРК2 происходит расщепление полифосфатов с образованием

ГТФ, а не АТФ, как это возможно при нчrличии РРК1.

Щля пресноводных МТБ характерно присутствия всех кJIючевых генов вЩТК.

ДлЯ мтБ отмечаетсЯ нrLличие цитратлиtвы второго типа. В диссертации

приводится состав генов, кодирующих необходимые элементы органов

передвижения. Также показано н€tличие избыточности генов хемотаксиса. В геноме

UR-l найдены гены катzulilзы, супероксиддисмутазы, цитохром с пероксидазы,

тиолпероксидiвы и irлкилпероксид€вы.

щевятая глава посвящена разнообршию мтБ озера Белое Бордуковское и

подборУ специфиЧескиХ праймеров для идентификации бакгерий. В работе

анапизирУется весЬ опероН mаmдВ (mаmД, mаmВ, mаmМ, mаmQ, mаmО, mаml,

mаmР, mаmК, mаmф. В итоге было покiвано, что только mаmК обладаеТ

необходимыми параметрами для исследования разнообразия мтБ. Для озера

характерно преобладание магнитотактических вибрионов до з0%. Из з46

последовательностей, отобранных с помощью праймерной системьl mаmК, было



6

сформировано б ОТЕ. MamK_LBB_O1, MamK_LBB_O2 и MamK_LBB_O3

формировttли отдельtryю вgтвь, MamK_LBB_O4 имела 9'lo/o сходства по mаmК С

МТБ из озера Онтарио (Канада), что является уникiшьным и интересным случаем.

Анализ гена lбS рРНК также выявил н€шичие б ОТЕ. Подавляющее большинство

представлено lбS LBB_OI (95%), уникЕLльнаjI ОТЕ 16S LBB_04 формировала
отдельную ветвь с Sупtrорhасеае и по анzLлизу lбS рРНК формирует новый род.

Секвенирование метагенома LBB_01 было завершено на 65.|5Yо.На основе

данных по 165 рРНК и МаmК, Штамм LBB_OI был идентифицирован как новый

вид_кандидат, принадлежащий новому роду-кандидату в составе семейства 'Са.

Magnetobacteriaceae'. Автор предлагает название' Са. Magnetomonas plexicatena'. В
геноме LBB_01 обнаруживаются 17 генов биоминерztпизации магнетосом. Среди

них представлен только кJIассический оперон mаmДВ. В конце 9 главы автор

определяет новое систематическое положение для Сапdidаtu.я Magnetomonas и

Сапdidаtus Magnetomonas plexicatena.

В главе 9 изложены данные, полученные с помощью предложенных методов

сепарации МТБ на колонках (MTB-CoSе) и идентификации на основе

разработанной системы праймеров к функционЕtльному гену синтеза магнетосом

mаmК. ,Щанный комплекс методов позволил изучить разнообразие МТБ
микрокосма <<Белое Борлуковское). Выделен в чистую культуру и описан новый

вид Magпetospirillum ktzпеtsоуii LBB-42T sp. nov. Предложен новый род-кандидат и

вид-кандидат филума Nitrospirae - 'Са, Magnetomonas plexicatena'. Впервые были

идентифицированы МТБ семейства Sупtr ophac е ае.

В Заключение автор подводит итог проделанной работы. Описываются

основные достижения и результаты проделанной работы.
Выводы строго соответствует цели и представленным задачам. Они

являются логическим исходом теоретической и практической работы автора.

По работе принципиiшьных замечаний HsT. Работа, однако, но лишена

некоторых недостатков, также имеется ряд вопросов:

1. В работе приведен биоинформатический ан€шиз геномов новых чистых

культур, которые были отнесены к Magпetospirillum mоsсоviепsе ВВ-lТ sp. поv.

и Magпetospirillum kuzпetsoyiiLBB-4z' sp. nov., но не была проводеЕа верификация

полученных данных, в частности не была определена активность кJIючеВых

ферментов тех или иных метаболических гryтей.

2. Подробно рассмотрены пути превращениrI восстановленных соединениЙ

серы, сульфида, сульфита и элементной серы, у одного из кандидатов -'Са.
Magnetaquicoccus inordinatus' UR-l. Однако нот упоминания о прямом окислении

сульфита под действием сульфитоксидазной активности (SOE), хотя гены ЭТОГО

комплекса SoeABC присутствуют в геноме.

З. В работе нет информации о праймерах и саЙтах, по которым осуществлялосЬ

лигирование целевого гена mаmК в вектор pGEM-T.
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4. В работе tIриведены данные метагеномного анализа микрокосма кУда>, где

выделено две основных отЕ UR-l и UR-2 с уровнем сходства 99о/о. Однако,

да.пьнейшее исследование было направлено на оТЕ UR-l, так как она была

доминирУющей. Возможно ли, что UR-l и UR-2 являются одноЙ ОТЕ при таком

уровне сходства?

5. Недостаточно полробно и убедительно представлены данные по генам

окислительного и восстановительного ЩТК у штамма UR-1. В геноме отсутствует

ряд генов, кодирующих необходимые субъединицы соответствующих ферментов

этих цикJIов, а поэтому сложно говорить о функционировании этих цикJIов.

6. Хочется пожелать учитывать при микроЕtэробном культивировании мтБ
возможностЬ анюробного дыханиJI на нитратах, которое часто микроаэробы

используют в качестве компенсаторного механизма при недостатке кислорода.

Поэтому в среду следует добавлять нитраты в концентрации не 0,1 - 0,2 г/л, а до 1

г/л, чтО можеТ стабилизИроватЬ рост МТБ в микроюробных условиях роста.

Разумеется, эти недочеты не принципиitльны и не ум€}ляют искJIючительной

Еаучно-пракгической значимости полученных результатов, правомерности

основныХ защищаеМых полоЖениЙ и выводоВ данноЙ диссертационноЙ работы.

ТакиМ образом, диссертаЦионнiUI работа Козяевой Вероники Валерьевны

представляет собой завершенную Еаучно-исследовательскую рабоry,
представляющую собой решение крупной научной проблемы - внесен большой

вкjIад в таксономию и разработку новых методов выделения и идентификации

мтБ. Работа, что очень важно, имеет большое практическое 3начение. Работа

соответсТвует требованиJIМ вАК п. 9-|4 <<Положения о порядке присуждения

ученых степеней>>, введенного постановлением Правительства РФ от 24 сентября

2013 г. J\b 842, Фед. от 28.08.2017), предъявляемым к кандидатским диссертациям,

а сама автор заслуживает присуждениJI искомой степеtlи кандидата биологических

наук по специальности 03.02.03 <Микробиология>>.
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