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официмьного оппонента на диссертацию Лукиной Анастасии Петровны на тему
<<Выделение новых сульфидогенов из подземных водоносных горизовтовD,
представленную на соискание ученой gгепени кандидата биологических наук по специальности
1,5,l l - <Микробиология>

Акгуальность исследования. Микроорганизмы глубинной биосферы - это уникальный объекг
исследования. Связано это с особенностями их местообитания и сложностью извлечения.
ГЛУбИННые микРОбные сообщества моryт автономно существовать в течение сотен миллионов
лgт и предположительно имеют низкие скорости мgгаболизма и очень длительное время
генерации от сотен до тьiсяч лет, представлены организмами с рiвличными типами
метаболизма,
Из-за сложности извлечениJl и культивирования прокариот глубинной биосферы в
современньж исследованиях доминируют тdхнологии высокопроизводительного
секвенирования, метагеномных и биоинформатических метЬдоЬ.

С развитием молекулярной биологии роль кJIассической микробиологии стала
нивелироваться, Выделение чистых культур стало не столь необходимым дпя изучения
метаболического потенциала и филогении прокариот. Многие исследователи довольствуются
геномным сиквенсом и экологическими наблюдениями в природе. Однако совершенно ясно,
ЧТО беЗ ЧиСтых культур прокариOт невозможно с полной уверенностью говорить о метаболизме,
таксономии и физиологии. Именно нaшичие чистых культур позволяет выявить роль тех или
иных прокариот в круговороте веществ в природе, в биотехнологических процессах, эволюции
живых систем и т,д,

Все это и опредеJIяет актуальность работы Лукиной Анастасии Петровны, касающейся
ВыДеления и и3УчениJl новых термофильных сульфидогенов из районов подземных водоносньIх
горизонтов Западной Сибири.

для достижения поставленной цели бьши выдвинуты четыре задачи, включающие в себя
круг рабOг по вьцелению микроорганизмов глубипноfr биосферы из р:вличных
месгообитаний в накопительные и чистые культуры, способньн к диссимиляционному
ВОССТанОвлению сульфата, а также по изучению фенотипических и генотипических свойсгв
изолятов,

цель и задачи, безусловно, отвечают запросам современной науки и биотехнологии,
Обоснованность и достоверпость полученных результатов. В ходе выполнения

диссертации выполнен значительный объем работы по вьцелению и культивированию
прокариот,

В результате получен разноплановый факгический материал, который был
систематизирован и изложен в доступной форме, При этом прослеживается внутренняя логика
исследования - от выделенй, идентификации и филогенсгического анализа прокариот до
исследования особенностей метаболизма новьIх изоJUIтов.

ОбОСНОВаннОСть полученньtх резуJIьтатов подтверждена регисграчией новых таксонов в LPSN
лиСте (LiSt of Prokaryotic names Йth Standing in Nomericlatuгe): спирохета описана как новый
вид 'Lопgiпеmа margulisiae' Sp, nov, нового рода 'Lопýпеtпа' и нового семейства
' l,опgiпеmаlасеае' .

.Щостоверность исспедований подтверждаgгся рациональным выбором используемых
МетодоВ. Результаты достаточно полно описаны в тексте диссертации и подробно отражены в
сводных таблицах- Материалы диссертации представлены в l7 печатньгх работах, из которых
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6 экспериментальньтх статей; индексируемых в базах данньtх Web of Science / Scopus и 11

тезисах конференций различного уровня.
IIаучная новпзна иссJIедования опредеJIяется получением новых данньIх, существенно

расширяюцих представление о биоразнообразии бакгерий. Выделено и охараюеризовано 6

новых изолятов бакгерий, из KoTopblx 3 имеют стаryс новЬго.вида рода (l'herпodesulfovibrio

sp., Thermoatlaerosceptruп sр. и Desufallas sp.), а 1 имеет статус нового вида ('Lопgiпеmа

margulisiae' sp, nov,), нового рода ('Lопýпеmа') и нового семейства (' Lопýпеmаtасеае' ).

Впервые получена чистzul кульryра ранее некультивируем ого ' (|aпdidalus Desulforudis

audaxviator'. Впервые показана способность к диссимиJulционной сульфатредукции у
представителя рода Thermoatlaerosc eptrum -

Внесен большой вклад в таксономию не только термофильных прокариот, но прокариот
в целом.

Практическая значимость работы опредеJlяrется созданием уникальной коллекции

штаммов термофильньtх анаэробньrх прокариот, которые моryт служить объеюами для

исследования особенностей метаболизма с целью поиска термостабильных ферментов для

решения биотехнологических задач.

Применены геномный и метагеномный подходт для культивирования и выделения в

чистую культуру минорньн компонентов микробного сQобrцества подземных водоносньtх

горизонтов, а также показана возможность рirзработки, оптимизации среды и условий
культивирования для термофильных бакгерий гтryбинньrх водоносных горизонтов на основе

геномных данньtх.
Структура и содержание диссертации. ,Щиссертационная работа Лукиной А,П,

изложена на 114 страницах, вкJIючм 7 таблиц и 2З рисунка, и списка литераryры из 148

наименований. ,Щиссертачия построена по традиционному плану - состоит из введения,

основной части, вкJIючающей З главы, закJIючениr{ и выводов.

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

цель исследования и задачи, обосновывает необходимость выполнениJl исследований,

формулируег основные положения, выносимые на защиry,
В <<Обзоре литературы> автором цитируются работы из изучаемой области

исследования, Обзор состоит из 1 главы. Глава посвящена рассмотрению и анализу различных
подходов к культивированию ((некультивируемых> , микроорганизмов, характеристике и

особенностям микроорганизмов подземной биосферы, в'частности особое внимание было

уделено сульфидогенам подземной биосферы и геохимической роли сульфатредуцирующих
баlсгерий в глубинных подземньж местообитаниях. В главе рассматривается биология
термофильных анаэробньж прокариOт - истории их изучения, таксономии" физиологии,
экологии и особенностям мgтаболизма,
Во 2-ой главе <<МатериаJIы и методы иссJIедованпя>> описаны объекгы и методы
исследования, используемые в работе. Эти мgгоды адекватны поставленным задачам и

включают современные микробиологические, молекулярно-биологические. аналитические,

физико-химические методы и биоинформатические способы обработки данных.
Результаты иссJIедования изложены в 3-ей главе. Изложение результатов автором проводится
последовательно с 0гражением поставленных задач и сопровождаегся обсуждением
полученных результатов.

В первой части этой главе Лукина А.П. описывает физико-химические характеристика
проб воды с учgгом таких показателей, как местоположение, происхождение водовмещающих
пород, в частности, Мезозойского, ,Щокембрийского и Кайнозойского отложений, глубина,
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температура, рЦ Eh, кончентрация широкого набора элемеIттного состава воды скважин (Nц
Mg, Са, Si, К, Sr, В, Li, Fе, Ва, Se, Р, Rb, Мп, Sc, А1, Ge, Zп, Сг, As, SO+2-. HzS).
основнм часть главы посвящена описанию выделения новьIх изоJuIтов и их харакгеристик,
ИЗ глубинньгх водоносньD( горизо}Iтов нефтепоисковьrх сквalкин l-P и 5-Р в Томской области
был выделен штамм Nl, который согласно полифазному анализу был идентифицирован как
представитель рода Thermodesulfovibrio и имел сходство последовательностей гена lбS рРНК
с Т'. aggregaпs 97 7о , что указывает на новый вид в данном роде.
Из воды скважины 5-Р в Томской области был получен штамм, обозначенный как V2, Штамм
V2, выделенный из воды скв. 5-Р в Колпашевском райоrф, оказался близкородственным I
аqgrеgапs, гомология последовательности 165 рРНК с Z аggrеgапs составила 99 7о.

Большой удачей Лукиной А,П. являgгся получение чистой кульryры бакгерии, KoToparl ранее
была впервые описана как 'Caпdidatus Desulforudis audaxviator' (MAG был получен из
метагенома золотоносного рудника Мпоненг в Южной Африке на глубине 2,8 километра),
Услех культивированиrI обусловлен применением ранее наработанных методических
подходовj использование элементного железа, и спермидина. Наличие чистой кульryры
позволило докaLзать способность 'Desuforudis audcpcvialor' ВYF к хемолитоавтотрофии,
сульфатрелукчии, гидрогенотрофии и органогрофии,
Слелусг 0тметит, что Iлзолят ВYF, выделенный из скважины 1-Р, поселок Белый Яр, Томской
ОблаСти, находится на друiом континенте по отношению к 'Caпtlitlatlr.r Desulforudis
audaxviator' MAG, кmорого был получен из метагенома золотоносного рудника Мпоненг в
Южной Африке. Но, не смотря на такую удaшенность, гомология гена lбS рРНК нового
штамма ВYТ и 'Carulidatus Desulforudis audaxviatoi' cpcTaBJuIeT 100 %, а также было
обнаружено удивительно высокое сходство, кlж на уровне струкryры генома, так и на уровне
вариачий точечньж нукJIеотидньж последовательностей. .Щиссертант приводит убедительные
умозаключения причин такого высокого родства, Заметным морфологическим признаком
клеток штамма ВYF были гzвовые вакуоли, которые присутствоваJIи только в спорулирующих
KneTKax, }Га нОвая характеристика дпя Desuфrudis audrlxvialor была впервые выявлена
Лукиной Д.П, и имеgг большое экологическое значение. Обе экосистемы, содержащие .D.

audaxviator, имеют похожее происхождение (смесь реликговой и метеорной воды) и
гидрохимические характеристики. Споры 'D. mtdaxviator', связанные с газовыми везикулами,
моryт представJUIть механизм, который позволяет штамму распространяться на большие
расстояния и моryт выжить в суровых темпераryрньrх условиях и распроgграняться в холодные
морские отложениJI из горячих подповерхностных высачиваний в рифтовых зонах,
Можно считать удачей, что исследоваяие HoBbD( чистьж культур глубинной биосферы Томской
области на способность образовывать биогенные ооадки сульфидов, позволили. впервые
ДОКаЗатЬ образование греЙгита под деЙствием чистьrх кульфр 'Ihermodesulfot,iDrlo sp. Nl и V2,
'Desufforudis audжvialor', хотя ранее считмось" что все Срп образуют кристаллические
сульфиды железа в виде пирита в геохимически значимых масштабах.

с использованием микробных обрастаний, формирующихся на изливе глубинных термальньн
скважин, выделенЫ чистые кульryРы новых сульфидогенньrх термофильных представителей
l;irmicules: Desulfallas sp, Bu 1-1, Desulforaпulus pulei sp. BuA и Тhеrпоаtrаеrоsсерlп!п sp,
BuNl. Согласно сходству последовательносIи гена lбS рРtк с ближайшими
филогенетическими соседями штаммьl DesulJal/a.s sp. Bu 1-1 (95 %) и Тhеrmоапаеrоsсерlmm sp,
BuNl (97,6 9,о) можно отнести к новым видам данньtх родов. показана способность
'l'herпoaпaerosceptruп sp.BuNl к диссимиляционной сульфацелукции.
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В результате метагеномньD( исследованиЙ воды глубинньГх сквая(ин 1-Р поселок БелыЙ Яр и 5-
р село Чажемто в Томской облаgги идентифицированы филогенегически удаленные
спирохgгы, составJlяющие незначительную лолю (0,8-2.0 7о) в микробном сообществе
воДоносноГо горизонта. Последний факг был препятствием дпя их выделения в чистьIх
кульryрах в течение нескольких лет. Авторы применили подход, включающий
прогнозирование мgгаболических возможностей на основе анализа MAG и создание
специальных условий, совместимых с харакгеристиками генома,
Идентичность аминокислотнОго состава генома (AAl) штамма NS и ближайшего вirлидного и
культивируемого представите ля Вrеviпепа апdеrsопii составила 40.7l %, что соответствует
отнесению этих двух организмов к разным семействам в соответствии с пороговыми
3начениями. ФилогенетичеСкое положение штаммов NS и N5R также проан:Lлизировано путем
построения филогенегического дерева на основе конкатенированньн последовательноgгей l20
консервативных бакгериа:lьньтх маркерньж генов, Штамм.NS, по-видимому, сформировала
отдельную линию на уровне семейства в кJIассе Вrеviпепаliа, сестринскую по отношению к
представителям GWF1-51-8 и Вrеуiпеrпа andersonii. На основании физиологии и геномных
данных штамм NS описан как типовой штамм нового вида'Lопýпеmа margulisiae' sp. поч.
нового рода 'Lопgiпеmа' и нового семейства 'Lопgiпеmаlасеае' .

обсуждение и Зак;rючение подводит итог проделанной работы, В заключении грамотно
расставленЫ акценты, чегко сформулИрованы основнЫе достижения проделанной работы.

ВыводЫ в диссертациоНной работе вытекают из сущности проведенных исследований,
сформулированы четко и соответствуют задачам проведенного исследования и
экспериментальному материалу, изложенному в разделах экспериментальной части
диссертации,

Содержание автореферата полностью отажает основные положения диссертации, В
автореферате приводятсЯ БлагодарностИ коллегам, содействовавшим выполнению работы,
наличие таких благодарностей указывает на лобросовйтное отношепие к вопросам авторства
в определенных элементах работы) указывает на комплексный подход к работе и подчеркивает
ценность собственных резуJIьтатов автора диссертации.

по работе принципиаJIьных замечанпй нет. Работд, однако, не лишена и некоторых
недостатков, а таюке имеется ряд вопросов:

l. Первое замечание касается описания новых таксоноа, что не вызывает оомнения.
описание новьIх таксонов, не доведено до логического конца:

а) не лля всех новых таксоноВ получены геномные сиквенсы, а для тех, дJUl кого они
получены, не приведены номера нукJIеотидньн последовательностей в GenBank. Без
геномного сиквенса невозможно булет валидировать новый таксон,

б) аннотаuия геномов внесла бы существенный вкJIад в полное описание HoBbIx таксонов,
в) не определен липидный состав, убихинонов и полярных липидов.
г) для большинства описанных HoBbIx таксонов не приведен диагноз вида. двтор

ограничился полным описанием свойgгв с дgгализацИей.
л) не указанЫ микробиологиЧеские коJIлекции, в которые помещены изоляты со статусом

новых видов
2. На стр, 68 текста диссертации имеется опечатка. Автор пишет, что штамм Bu 1-1, вероятно,

является представителем нового рода.
Но согласно данным гомологии lбS rRNД и дальнейшим заключениям по тексry

диссертации и автореферата надо писать - является представителем нового вида.
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3, Анализ геном oB'Desulforudis audtuyiator' ВYF ч'Сапdiсlаlиs Desulforudis audaxviator' CDA
МР104, полученных из организмов, обитающих в разньж географически удаJIенных
местах обитания * рzrзные континgнты. Евразия и Африка, явJUlются штаммами одного
вида, Можно ли их рассматривать как отдельные экотипы в составе Rида 'Desurorudis
audrxyiakt'?

Разумеегся, эти недочеты не принципиальны и не умалrlют искJIючLrтельной научно-
практической значимости по"тученных результатов, правомерности основньп защищаемых
положений и выводов данной диссертационной работы.

Таким образом, диссертационнaш работа Лукиной Анастасии Пgгровны представляет
собой завершенную научно-исследовательскую работу, представJulющую собой решение
научной проблемы - внесен большой вкJIад в таксономию не только термофильных прокариот,
но лрокариот в целом, в частности сульфидогенов из гrryбинной биосферы. Содержание
диссертации соответствует паспорry специitльности 1.5.11 - <<Микробиология>. Работа
соответствует требованиям ВАК п. 9-11, 13, 14 <Положения о порядке присуждения ученых
степеней)), введенного постановлением Прави:гельсгва РФ от 24 сентября 2013 г, Ns 842, (ред,

от 28.08,2017), предъявляемым к кандидатским дисЪертациям, а сама автор засJryживает
присуждения искомой степени кандидата биологических iayk по специальности 1.5,1l
<Микробиология>,

Профессор кафедры биохимии и физиологии клегки
медико-биологического факультега
Федерального государственного бюджетного
образовательного учреждениJI высшего образования

<Воронежский государственный университет>,
дбн, проф, по специальности микробиология Маргарита Юрьевна Грабович
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