
ОТЗЫВ ОФИЦИАЛЪНОГО ОППОНЕНТА
на диссертационную работу Сулейманова Руслана Закиевича

<<поиск и метаболическая июкенериrI новых метанотрофнъгх бактерий как продуцентов

кормового белка дjul аквакульцФы)), представленную на соискание rrеной степени

кандидата биологических наук по специапьНости 1.5.1 1. МикробиологиJI

Актуаль ность исследо вания.

дэробные метанокисJu{ющие бактерии (метанотрофы) обладают уникальной

способностью расти на метане как на единственном источнике углерода и энергии. Они

повсеместно распространены в окружающей среде и игрilют вiDкную роль в снижении

эмиссии парникового газа метана в атмосферу.

Помимо своей в{Dкности в глобаJъном цикпе метана, юробные метанотрофные

бактерии уже давно представлlIют значите;ъный биотехнологический интерес.

Проведенный на сегодняшний деIъ тщательный пересмотр основньtх

метаболических гryтей и доступность метаболических моделей открывают широкие

возможнОсти дJUI метаболической июкенерии метанотрофньтх бактерий и расширяют

поте нциil,t их биотехнологиче ских приме не ний,

Показано, что микробный белок явJUIется хорошим источником белка дJUl корма

животньIх. Несколько микроорганизмоВ моryТ испоJIь3оВаться в качестве продуцентов

кормового белка, но на их фоне метанотрофы являются л}лчшими кандидатами,

поскольку они, как правипо, имеют более высокое содержание белка (до 80% от сухого

веса кпетки) по сравнению с дрожжами и грибами, а также лушt1по усвояемость, чем

водоросли. Их благоприятньй аминокислотньй профиль также делает их

подходяЩими ингредиентамИ дJUI корма рыб, свиНей и куР средИ других,

МетанотрофЫ обладаюТ огромным потенци:IJIом для смягчениrI последствий

изменениrI кJIимата, одновременно цроизводя ценные продукты, Чтобы достиtlь этого

в коммерческих масштабах, необходимо решить ряд задач, таких как оптимизаци,I

штаммов' используемьгх дJUI биосинтеЗа конкреТньж проДуктов, а также оптимизаци,I

технологии ферментации, которая булет поддерживать рост штаммов в большlтх

масштабах. Разработка хороших технологий ферментации имеет решающее значение

дJUI коммерческого успеха лпобого биотехнологического продукта.

ИсходЯ иЗ вышескtХlанногО диссертация Сулейманова Руслана Закиевича,

посвящеНнiUI поискУ HoBbIx природнЬD( быстрОрастущID( штаммов метанотрофньтх

бактерий, как продуцентов кормового белка на основе метана дJuI аквакультуры, а также

оптимизации их метаболизма с помощью подходов генной инженерии, следует

беоспорно признать актуальной.
Обоснованность и достоверностЬ полученных результатов. В ходе выполнениJl

диссертации выполнен значитепьный объем работы дJUI доказательства возможности

использоВания новЬtх изоJUIТов метанотрофньrх бактерий как продуцентов кормового

белка дJIя аквакуJIътуры.
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В результате поJI}rчен разноплановый фактический материал, который был

систематизирован и изложен в досryпной форме. обоснованность полrrенньtх

результатов подтверждена регистрацией новьгх таксонов с валидно опубликованными

названиями в международном журнале по систематике, lJsEM и журнале

Микробиология. обоснованность поJý.ченньгх результатов доказана большим объёмом

экспериментальньгх резуJIътатов, их успешной интерпретацией, статистической

обработкой. ,Щостоверность исследований подтверждается рационzUIьным выбором

испопьзуемьlх методов. Результаты достаточно полно описаны в тексте диссертации и

подробно отрtDкены в графиках, своднъtх таблицах, диаграммах и схемах,

Практическая значимость работы опредеJUIется созданием уникzrльной

коллекции биотехнологически перспективньtх штаммов метанотрофов, имеюtцих

высокий потенциаJI дJUI использованиJI в качестве продуцентов кормового белка из

метана. Полry.ченный в работе штамм Methylococcus capsula/lls MIR с делеци,lми генов

гликогенсинтаз glgAl и glgA2 имеет сокращеннуто лаг-фазу с быстрым переходом к

логарифмической фазе роста, что экономически выгодно для биотехнологических

процессоВ с испольЗованием накопитеJьного и отъемно-доливного режимов,

новые штаммы рода Меthуlоmопаs способны продуцировать обогаrценный

каротиноидами биопротешr, который может быть востребован на рынке кормов длJI

аквакультуры, а изоJIят рода Меthуlоmаriпum может найти применение в технологии

ПОJý/ченИrI биопроТеина на морскоЙ воде иJЕI грунтовьIх водах повышенной солености,

что a1Tyi}Jrbнo для производств, расположенньгх в регионах с дефицитом trресной воды,

структура диссертации. Щиссерташия Сулейманова Руслана Закиевl,гча

написана с использованием классической струкryры и вкIIючает: введеЕие, обзор

литературы, описание объектов и методов исследованиrI, результаты и их

обсуждение, закIIючение и выводы. Работа изложена на 130 страницах, вктпочая 1l

таблиц, 28 рисунков и списка литературы из 198 наименований, Все основные

положениJI и выводы диссертации опубликованы в 12 печатньгх работах: 9

экспериментitльньIх статьях и 3 тезисах конференuий,

Обзор литературы состоиТ из IUIти глав. В первой главе автор дает

исчерпывающую характеристику экологиtIеской ценности и важности всей группы

метанотрофов в экосистеме, в понимании не только эвоJпоtионньtх связей между

метанотрофией и автотрофией, но и позвоJUIет расширить представлениJl о

глобалъном вкJIаде этих микроорганизмов в сокраIцения выбросов дв}х основных

парниковьгх газов в атмосферу Земли. Рассмотрены физиологические типы

аэробньгх метанотрофов (термотолерантные и термофильные, галотолерантные и

галофильные метанотрофные бактерии). Таким образом была подготовлена

теоретическая база дJIя исспедования этих групп в диссертационной работе,

во второй главе рассматриваются гryти окислени,I метана и метанолц а также

ферментНые систеМы иХ окисления до COz юробньши метанотрофными бактериями,

Полробно рассмотрены пути ассимиJUtции Сl-соединений,lпrаствующих в анаболизме
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у метанотрофньгх бактерий. В третьей главе удеJuIется внимание мопекуJuIрным

методам идентификации метанотрофньrх бактерий, а также методам, примеrшемым дJu{

изrIениJ{ экологии метанотрофньтх бактерий. Четвертая глава посвящена

сравнению методов, используемых для разработки надежньш методов генетиtIеской

модификации (двойнaш гомологиtIная рекомбинациJI на основе суицидального вектора,

безмаркерные мутациИ метанотрОфньпr бактерий, сRISрR/Саs9-опосредованный

мутагенез метанотрофов и методы трансформации метанотрофньгх бактерий), так как

подобные технологиИ неоднократнО подтверЖдапИ своЮ эффектиВностЬ дJUI

увелшIениJI объема и качества требуемого продукта,

В пятоЙ главе бьш пролемонстриРован биоТехнологИLIескиЙ потенциал метанотрофов,

как продуцентов белков, биополимеров, каротиноидов, липидов, метанола,

органиtIеСких кислот, эктоина? витаминаВР, сахарозы и др,

глава <материапы и методы исследованиrI> рiljtделена на подгJIавы, которые

отражают разнообразные аспекты методологиtIеских подходов:

микробиОлогические, биоинформатиLIеские, биохимические и молекуJUIрно-

генетические.
глава <результаты и их обсуждение). В первую очередь хочется отметить четко

обоснованную логику исследованшI: поиск, выделение, идентификаци,l и

характеристика новьtх быстрорасryщих представителей Рода Methylococclls;

таксономическое описание HoBbIx вIцов Рода Меthуlоmопаs u MethylomarinLlm;

изучение биотехнологически перспективных штаммов метднотрофов на уровне

кул ьmур u масtаmабuр о в анuе процессо в с uспол ьз о в анuеJи бu ореокmор о в.

В настояЩеЙ работе былИ описанЫ два новьгХ вида юрОбньгХ метанотрофньгх бактерий

рода Меthуlоmопаs, Мm. rapida и "Мm. mопtапа". Мm. rapida обладает высоким

биотехноЛогиtIескиМ потенциiШом R сиJý/ высокиХ скоростей роста на метане, до 0,33

ч-|. *Мm. mопtапа" - этО первый вид рода МеthуlоmопаS, цредставители которого не

способны к синтезу каротиноидов. Типовые штаммы новьгх видов бьши депонированы

в м еждунар одньtх коллекциях микр о организмов,

в ходе работы по поиску метанотрофов-пролуцентов, способньж расти на

морской воде (36 г NаСL/л), был поJýлчен изоJUIт галотолерантньtх метанотрофньгх

бактерий родамеthуlоmаriпum., штамм chl-lT, который был опиоан в качестве нового

вида рода MethylomariпLtm, "Mr. roseltm" sp.nov. Анализ продуцируемой биомассы при

нестерильнсм проточном культивировании пoкtt:}zlJl содержание белка до 6'7.6о/",

Полцлченные данные явJIяются основой для дальнейших исследований возможности

поJrr{ения кормового белка на природном газе и морской воде.

С помощью поJýrЧениJI мутантов были исследованы последствиrI выкJпочения генов

синтеза запасньD( соединений. Яркuлl uсспеdованuаи рабоmы явJuIется поJIучение

модифиrированного штамма Methylococcus capsulatus MIR С делециеЙ 2-х геноВ

гликогенсинтаз (ьglgдl ьgl8А2) и проведение сравнениrI его характеристик с таковьlми

у штамма дикого типа.
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В условиях культивированшI в биореакторе не синтезируюrций гликогена штамм

bglgAlbglф2 не уступап штамму дикого типа в скоростях роста (0,3 ч-l в

накопительном и 0.25 ч-l в проточном режшлах) и показал дiDке более быстрый переход

к логарифмической фазе роста, что экономически выгодно дJUI биотехнологических

процессов с использованием накопительного и отъемно-доливного режимов, Как

штамм дикого тиflа,так и модифичированrый штамм Ьglgдl bglgA2 демонстрировtLпи

высокое содержание бепка в продуцируемой биомасое в режиме проточного

культивирования - до'7 lo/o.

Дкryальность, новизна и прикJIадное значение работы находятся на высоком

уровне.
исследования Сулейманова Руслана Закиевича позволят сделать ряд выводов

дJUI смежньгх областеЙ изуrениJI метанотрофов,

Отдельно хочется отметить методологическую базу' Автор использовал ряд

разнообразньгх методов, начинаr{ от кJIассического купьтивирования микроорганизмов,

биохимического измерениrI активности до создания нокаут мутантов, генетических и

биоинфоРматическиХ подходоВ. Все эксперименты выполнены в необходимом

количестВе повторностей дJUI статистической достоверности. Полученные результаты

опубликОванЫ в ряде известньD( журналов: Frontiers in Microbiology, Microbiology

Resoutce дrшоuпоеmепts, Microorganisms, Systematic and Applied Microbiology,

Fermentation, Микробиология. Таким образом, ПоJцrченные результаты обоснованы и

достоверны.
поrryченные Сулеймановым Русланом Закиевичем результаты

представJUIют искJIючительную ценность дJUI науки и практики. По работе

принципиaulъных замечаний нет. Работа настолько выверена логически и

методически, что не вызваJIа явнъгх вопросов. Пришлось постараться, чтобы

выискать вопросы:

l. .щirя культивирования галофильньD( метанотрофов в биореакторе использовilJIи

lrитатепьную среду MoR, в которой фосфатный буфер бьtл заменен на 857о

Н_зРо+ в количестве 250 мкл.п-l. Чем вызвана такаJI замена?

2. штамм Methy,lggg..r, capsulams М|R не обладает рядом ХаРаКТеРИСТИК,

заявленньIх как целевые, таких как синтез каротиноидов или рост на морской

воде. Какие физиологиL{еские иIм биотехнологи!Iеские преимущества

обусловИли выбоР именнО этогО штамма в качестве объекта исследования?

Рассматривалась JIи возможность испоJIьзования других штаммов, например,

меthуlоmопаs rapida Мр1, который демонстрирует способность к синтезу

каротиноидов?
з. возможен ли подход, предполагающий создание синтетиtIеСКИХ КОНСОРЦI4УМОВ

на основе совместного исполъзованри нескольких штаммов/видов/родов

метанотрофов для комплексного решения задач?

сформулированные выше вопросы не уменьшают степени новизны и качества

проведенных исследованшi, не противоречат зiuIвJIенЕым задачам и не ум{uшют
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наr{но-пРактиtlеской значимости поJц/ченньж результатов,

ocнoBнblx защищаемьгх положений и выводов данной

диссертационной работы. Двтореферат соискатеJuт в полной степени oTpiDtсaeT

положения,ВыВоДыирекоменДации,соДержаЩиесяВДиссертации.
таким образом, диссертационнiul работа Сулейманова Руслана Закиевича

представJUIет собой завершенную наrшо-исследовательскую рабоry,

представш{юц{ую собой решение Наlпrной проблемы - поиск новьrх биотехнологически

перспективньгх штаммов метанотроф*ruо бактерий и путей оптимизации их

метаболизма дJIя уJý.чшениrI ростовьtх характеристик. Работа, что очень BiDKHo, имеет

большое практиLIеСкое значение. .ЩиссертачиlI полностью соответствует требованиям

вдК п. 9-14 <Положения о порядке присуждени,I )л{енъгх степеней), введенного

Постановлением Правительства рФ от 24.о9.20|з J\Ъ 842 (в Ред. 26.10,202з),

предъявJUIемым к кандидатским диссертаIиям, а сам автор заслуживает присуждениJI

искомой степени кандидата биологических наук по специаJIьности 1,5,11

<Микробиология).
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