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Гемолимфа уже давно признана ключевым медиатором пищевого и 

иммунологического гомеостаза у членистоногих. С одной стороны это среда, 
богатая питательными веществами для микроорганизмов и со 
сбалансированным ионным составом и почти нейтральным pH, что требуется 
для ее роли внеклеточной жидкости, омывающей внутренние органы, а с 
другой стороны - она хорошо защищена иммунной системой, состоящей из 
гемоцитов и множества растворимых эффекторов (антимикробных пептидов, 
активных форм кислорода, фенолоксидаз и т. д.), которые могут по-разному 
убивать, поглощать и инкапсулировать вторгшиеся микробы (Lemaitre and 
Hoffmann, 2007). Долгое время гемолимфа считалась микробиологически 
стерильной средой у здоровых особей. Исследования последних десятилетий 
опровергли это общепринятое мнение о стерильности гемолимфы артропод, 
и в настоящее время в литературе появляется все больше доказательств того, 
что различные непатогенные микроорганизмы могут постоянно или 
временно обитать в гемолимфе у многих членистоногих (Scarborough et al., 
2005, Narita et al., 2007, Blow, Douglas 2019) и других групп животных 
(Antunes et al., 2010). Среди микроорганизмов в гемолимфе как домининанты 
были выявлены рода Pseudomonas, Alteromonas, Vibrio и Aeromonas. 
Несмотря на эти имеющиеся результаты вопрос о микробиоте гемолимфы 
многих групп водных животных, включая амфипод, до сих пор малоизучен, 
его решение требует применения современных методов видовой 
идентификации бактерий и их культивирования. Работа Е.П. Щаповой 
посвящена как раз вопросу изучения эндосимбионтов (бактерий гемолимфы) 
у байкальского представителя гаммаридых амфипод. Вторым важным 
вопросом было изучение реакции на присутствие эндосимбионтов иммунной 
системы амфипод. Актуальность выбранной темы и теоретическая 
значимость результатов представленной работы не вызывает сомнения. 

Диссертация Е.П. Щаповой представлена к защите в форме рукописи, 
ее текст изложен на 132 страницах. Диссертация состоит из введения, трех 



глав и выводов, она иллюстрирована 22 оригинальными рисунками и 2 
таблицами. Во введении автором диссертации обоснован выбор темы и 
сформулированы цель и основные задачи исследования. Обоснована 
актуальность работы и раскрыта степень изученности затронутого научного 
вопроса. В первой главе проведен обзор литературы по теме работы. 
Приведенный список литературы включает 178 источник, из них 170 работ 
на английском языке. В частности, по литературным данным, автором 
рассмотрена известная к настоящему времени микробиота гемолимфы 
различных гидробионтов, включая как бактерии, так и разные группы 
простейших, в том числе паразитических. Показана крайне малая степень 
изученности микробиоты эндемичных байкальских амфипод. Отдельный 
подраздел посвящен иммунитету ракообразных, а именно гуморальным и 
клеточным механизмам защитных реакций иммунитета амфипод. Раскрыта 
важность получения культур симбиотических бактерий с практической 
стороны, а именно возможность применение этих культур для целей 
биотехнологии. Например, компоненты клеточной стенки микроорганизмов-
симбионтов, которые не вызывают иммунный ответ хозяина, могут 
применятся в качестве покрытия для имплантов (биосенсоров) при их 
введении внутрь организма.  

Автором использованы современные методы и методологические 
подходы при выполнении диссертационной работы, многие из которых были 
применены впервые на объекте исследования. Методы корректны и описаны 
достаточно подробно. Автор провел гистологическое исследование строения 
амфипод (по замороженным срезам) под световым микроскопом; путем 
секвенирования 16s рДНК, культивирования бактерий на основе 
триптического соевого бульона при 28-30С в течении 21 сут и MALDI масс-
спектрометрии идентифицировал штаммы микроорганизмов гемолимфы и 
поверхности тела; измерил активности фермента иммунной системы 
(фенолоксидазы) и выделил первичную культуру гемоцитов амфипод. Для 
выявления иммунного ответа им использоно три вида тестов с выделенными 
гемоцитами и клетками дрожжей, гемоцитами и микрокапсулами, а также 
гемоцитами и гидрогелями. Кроме этого, автором проводилось тестирование 
реакции первичной культуры гемоцитов на добавление штамма Pseudomonas 
sp. H5-2 с последующей визуальной оценкой агрегатов гемоцитов с 
использованием световой микроскопии. Хотя о внутреннем строении 
амфипод и наличии полостей (локул), заполненных гемолимфой, было 
известно еще до диссертационного исследования, Е.П. Щапова провела ряд 
тщательных исследований анатомии амфипод. Полученная информация не 
только дополнила существующие знания о строении амфипод, но, что 



особенно важно в рамках проводимого исследования и с чисто практической 
точки зрения, позволила определить локации на теле изучаемого вида 
амфипод для наиболее эффективного отбора гемолимфы. 

Наиважнейшим результатом работы стало выделение специфической 
микрофлоры гемолимфы E. verrucosus представлены микроорганизмы, 
относящиеся 24 родам, из которых доминируют представители пяти родов: 
Acinetobacter, Flavobacterium, Pseudomonas, Polaromonas и Arcicella. Это 
основное достижение работы и ее теоретическая значимость. Практическая 
значимость работы состоит в разработке автором способа выделении 
микробных культур из гемолимфы изученных амфипод, способных к 
активному метаболизму в теле хозяина без активации иммунного ответа, что 
перспективно для их будущего биотехнологического использования. 

По теме диссертации опубликовано 6 статей в журналах, включенных 
в список ВАК, из них несколько работ написаны диссертантом в качестве 
первого автора. Это свидетельствует о положительном личном опыте автора 
не только в применении современных научных методов, но и об умении 
анализировать и самостоятельно трактовать полученные знания. 

Замечания к работе: 
1. Возможно стоило бы начать работу с определения, что такое 

“микросимбионты амфипод” (предмет исследования). В соответствии с 
недавней обзорной статьей (Bojko, Ovcharenko, 2019) они могут относится к 
разным группам (вирусы, бактерии, грибы, оомицеты, микроспоридии, 
динофлагелляты, миксозойные, аскетоспории, мезомицетозои, 
апикомплексаны и цилиофоры) и обитать как во внешней, так и внутренней 
среде организма (см. Bojko, Ovcharenko, 2019). Микробиом 
пищеварительного тракта ракообразных, включая кишечник, желудок и 
гепатопанкреас, изучался и изучается подробно, его состав используют как 
показатель состояния здоровья гидробионтов и рассматривают появление 
специфических групп и снижение разнообразия как биомаркер изменения 
состояния окружающей среды (например, загрязнение нефтепродуктами или 
металлами). А вот микробиом гемолимфы – это пока “Терра инкогнито”, 
данных совсем мало. И важно было бы подчеркнуть этот момент при 
обосновании новизны и актуальности работы диссертанта. 

2. Непонятно приведены данные по количеству исследованного 
материала. Сказано, что для анализа всего использовано 500 экз. (очень 
много!). Далее по тексту не удается проследить как распределен этот 
материал по проведенным анализам и тестам. Указано, что 50 экз. 
использовано для гистологических исследований, 30 экз. использовали для 
извлечения пищеварительной и выделительной системы методом 



вытягивания (кстати, для чего это делали? Ведь в задачи работы вопрос 
изучения обоих систем не включен). В разделе 2.5 не указывается, сколько 
особей было использовано для анализа гемолимфы, брали ли ее отдельно у 
самцов и самок, или это была одна особь или смешивали гемолимфу пула 
особей? Из п. 2.6 следует, что 14 особей из четырех локаций (две 
расположены в Порту и две в пос. Листвянке) использованы для 
секвенирования 16s рДНК гемолимфы. 10 особей использовано для 
культивирования бактерий (п. 2.7). Описание дальнейших опытов по 
изучению иммунного ответа (п.2.9) не включает информацию по количеству 
исследованных амфипод, у которых гемолимфа отобрана для измерения 
активности фенолоксидазы и для получения первичной культуры гемоцитов. 
Проводились ли эти исследования с гемолимфой из одних и тех же особей 
(пула особей) или это были разные особи (группы)? Таким образом, согласно 
приведенным данным про 104 особи амфипод все понятно. А в каких 
анализах участвовали остальные? Количество повторов каждого 
опыта/измерения тоже не везде указано, а его важно знать при оценке 
достоверности полученных различий с применением статистических тестов.  

3. На с. 50 приводится рисунок внутреннего строения самца и самки
амфипод. По-видимому, автор обращал внимание на пол организма при 
изучении микрофлоры его гемолимфы. Это важно, поскольку показано, что 
пол может быть фактором, влияющим на состав и количество бактерий в 
гемолимфе ракообразных (Tubiash et al., 1975). Важен и вопрос об 
изменчивости микробиома гемолимфы в связи с размерами амфипод или 
сезоном наблюдений (температурный фактор). Учитывались ли эти факторы 
автором, как влияющие на состав микробиома? 

4. Не совсем принимается вывод 5. Возможность присутствия в
тканях байкальских амфипод эндосимбионтных бактерий необходимо 
учитывать при мониторинге состояния сообществ эндемичных амфипод 
озера Байкал и при оценке влияния на них стрессовых факторов естественной 
или антропогенной природы. Что такое «мониторинг стрессовых 
состояний гидробионтов» (также c. 7) и кем он проводится? Наверное, под 
словом «мониторинг» в данном случае имеется ввиду «исследование», а не 
экологический мониторинг, как комплексное наблюдение за состоянием 
окружающей среды, оценка и прогноз ее изменений. Конечно, в дальнейшем, 
наверное, перспективно учитывать и микробиом гемолимфы амфипод при 
оценке состояния окружающей среды, но пока это только задача для 
будущих исследований.  

Некоторые фразы в диссертации считаю неудачными выражениями, 
например, “бактериальная флора”, “анатомическая структура амфипод”. 



Характеризуя в целом диссертационную работу, заключу, что 
поставленная диссертацией цель достигнута, задачи раскрыты, примененные 
методы позволили получить достоверные результаты, выводы обоснованы. 
Кандидатская работа Е.П. Щаповой как квалификационная работа 
производит хорошее впечатление, она содержит актуальные 
общетеоретической научные результаты, которые найдут применение на 
практике в экотоксикологии, биодиагностике и биотехнологии. Отмеченные 
замечания касаются главным образом технического оформления работы, в 
целом они не умаляют ценности новых знаний, полученных автором в ходе 
исследования, проведенного на высоком научно-методическом уровне. 
Диссертация соответствует требованиям, предъявляемым к кандидатским 
диссертациям (пп. 9-11, 13, 14 «Положения о присуждении учёных 
степеней», утвержденного Постановлением правительства РФ № 842 от 24 
сентября 2013 г.), а её автор Щапова Екатерина Павловна заслуживает 
присуждения учёной степени кандидата биологических наук по 
специальности 1.5.16 (03.02.10)- гидробиология 
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