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РЕЦЕНЗИЯ

От: Проф. д-р Стефка Чанкова - Петрова, Институт по биоразнообразие и
екосистемни изследвания (ИБЕИ) - БАН(пенсионер), член на НЖ, съгласно
заповед №143-ОБ/28.08.2025 на Директора на Институт по молекулярна
биология “Акад. Румен Цанев” (ИМБ) - БАН

На: Дисертационен труд на тема: „Структурни и функционални
характеристики на почвените микробни съобщества в отговор на
дълготрайно замърсяване с тежки метали“ за придобиване на образователна
и научна степен „Доктор“ по научна специалност „Молекулярна генетика“,
професионално направление 4.3. Биологически науки
Докторант: Радина Николаева Николова - асистент към секция „Регулация на
генната активност“
Научни ръководители: Доц. д-р Галина Радева, Проф. д-р Анелия Кенарова

Декларирам, че не е налице конфликт на интереси по смисъла на чл.1, т.2а и
т.5 от допълнителните разпоредби на ЗРАСРБ и за мен не са налице
ограниченията по чл. 33 от ЗРАСРБ.

Кратки данни за Радина Николаева Николова:
Родена е в град Варна. Хронологията на нейното обучение и трудов опит до

момента е следната: през 2014 - 2018 е студентка-редовно обучение в НБУ, София,
специалност “Биология - обща и приложна” и получава образователната степен
“бакалавър”; в периода 2018 – 2020 е студентка в БФ на СУ “Св. Климент Охридски”
София, по магистърска програма: “Микробиология и микробиологичен контрол”; след
успешно представяне на конкурсните изпити, през 2020 г. е зачислена като редовна
докторантка по молекулярна генетика в Института по молекулярна биология “Акад.
Румен Цанев”, БАН; през 2024 г е отчислена с право на защита; от 2019 г досега заема
асистентско място към секция „Регулация на генната активност“в ИМБ, БАН.

Като студентка в НБУ и БФ на СУ “Св. Климент Охридски”, а след това като
член на колетива на ИМБ, БАН е провела 5 стажантски практики: Институт по
микробиология “Стефан Ангелов”, БАН - 13.01.2017 – 12.07.2017 на тема:
“Идентификация на мицети”; Обединен институт за ядрени изследвания - Дубна,
Русия – 22.07.2018 – 15.09.2018 на тема: “Determination of the free volume of a
cinematographic column using modeling in Matlab; RED’19-Astrobiology Introductory
course – Ornitological Park of Le Teich, Франция, 03.03.2019 – 09.03.2019; Обединен
институт за ядрени изследвания, Дубна, Русия - 07.07.2019 – 27.07.2019, тема:
Polymerase Chain Reaction (PCR) and Real Time Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) in
action; Институт по микробиология, Чешка Академия на Науките, Прага, Чехия,
Програма “ЕРАЗЪМ +” – 29.04.2022 – 29.09.2022 тема: “Exploring the soil microbiome,
using the technology of Next-Generation Sequencing (Illumina Miseq)

Актуалност на проблема:
Представеният дисертационен труд на тема ”Структурни и

функционални характеристики на почвените микробни съобщества в
отговор на дълготрайно замърсяване с тежки метали” е актуален и пряко
коресподира с:
 Националната програма за опазване, устойчиво ползване и възстановяване

функциите на почвите (2020 – 2030 г.), разработена на основание чл. 24.
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ал.1 от Закона за почвите (Обн. ДВ. бр. 89 от 6 Ноември 2007 г., изм. ДВ. бр.
98 от 28 Ноември 2018 г.). и на чл. 77 от Закона за опазване на околната
среда.

 Европейските стратегии и Националните приоритети за опазване на
биологичното разнообразие, почвеното “здраве” и здравето на хората във
все по-променящата се екологична ситуация, вследствие климатичните
промени и засилената дейност на човека.

От екологична гледна точка, тази научна разработка е навременна и
информативна, и предоставя оригинални данни за влиянието на хронично
натоварените с тежки метали почви върху почвеното микробно и гъбно
биоразнообразие, функцията на почвения микробиом и тяхната обвързаност и
корелация с редица физико-химични параметри на почвата, използвайки
класически микробиологични, съвременни молекулярни, биоинформативни и
статистически подходи.

Поради факта, че в Стратегията на ЕС за почвите за 2030 г. се заявява, че
„на равнището на ЕС няма договорено общо определение на „устойчиво
управление на почвите“, което да е конкретно и достатъчно всеобхватно,
така че да подлежи на принудително изпълнение“, получената нова
информация е ценна в три аспекта - таксономичен, екологичен и с косвено
отношение към добрите аграрни практики в РБългария.
Данни за дисертацията:

Представеното книжно тяло (197 страници) е съставено по традиционно
утвърдената и приета практика и включва следните части: Увод, Литературен
обзор, Цел и задачи., Материали и методи, Резултати, Обсъждане на
получените резултати, Изводи, Приноси, Цитирана литература -21 стр., и
Приложение -24 стр.

Дисертацията е богато онагледена с 26 фигури, 33 таблици и
допълнителни 12 таблици в раздел “Приложение”. В началото на книжното
тяло (страници 3-8) са представени: Списък на използваните съкращения,
Списък на фигурите и Списък на включените таблици.
Увод (2 страници):

Намирам увода за целенасочен и актуален поради няколко основни
фактора: съвременното схващане, че състоянието на почвата, нейното
плодородие, множеството почвени процеси и фукции се свързват с активността
на почвения микробиом и допринасят за устойчивото развитие на сухоземните
екосистеми; значителният брой земеделски площи, хронично натоварени с
ксенобиотици, в т.ч. тежки метали в Европа и у нас; разбирането, че “типичен”
почвен микробиом не съществува, т.к. почвеното биоразнообразие, структурата
и функцията на микробните съобщества се формират в резултат от сложни
взаимодействия между биологично активните форми на тежките метали,
структурата на почвата и другите компоненти на околната среда; все още
липсваща единна методология и стратегия за решаване на проблема със
замърсяването на почвите.
Литературен обзор (31 стр):

Този раздел е особено важен и неговата информативност и пълнота дава
ясна представа доколко авторът се е запознал с наличната литература по
проблема и доколко е проникнал в същността му. Доколко е способен да
направи анализ на решените и нерешените въпроси, на базата на които да
формулира работната хипотеза и произтичащите от нея цел и задачи. Да избере
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подходящия методичен инструментариум, който ще му позволи успешното
реализиране на поставените цел и задачи.

Смятам, че Радина Николова се е справила блестящо при написването на
този раздел от дисертационната си теза.

Литературният обзор е написан на ясен, книжовен, български език.
Поради своята многоплановост е разделен на подраздели:

Почвеният микробиом като индикатор на почвеното здраве и влияние
на факторите на средата върху почвения микробиом. Тук акцентът пада върху
изясняване ролята на основните абиотични и биотични фактори върху почвения
микробиом в атропогенно неповлияни почви: рН, органичен въглерод, почвен
кислород и редокс-потенциал, влажност в зависимост от климатичните и сезонните
особености, биологично достъпни форми на азот и фосфор, механичен състав на
почвата, почвена температура, взаимоотношения с растителността; междувидови
взаимоотношения при почвените микроорганизми.

Микробиомът в замърсени с тежки метали почви. Този раздел на
литературния обзор се фокусира върху структурата на бактериалните и гъбните
съобщества в замърсени с тежки метали почви; функцията на микробиома в
замърсени с тежки метали почви, активност на почвени ензими, метаболитен
потенциал на хетеротрофните бактериални съобщества в почвата и функционална
адаптация на бактериалните съобщества.

Специално внимание е отделено на класическите и съвременните
подходи за изучаване на микробиома - от традиционните методи за култивиране
в лабораторни условия до “омикс” подходите, обединяващи технологии като
транскриптомика, протеомика и метаболомика, което позволява не само
изучаване на биологичното разнообразие, но и протичащите молекулярни
процеси и взаимодействия.

От добре структурирания и аналитично написан литературен обзор
естествено произлиза добре формулирана хипотеза (1 стр), според която
“...дълготрайното замърсяване с тежки метали води до промени в
таксономичния състав, структурата и функцията на микробиома в почвите.
Съществуват ключови бактериални таксони по градиента на замърсяването,
които могат да послужат като директни биоиндикатори на нивото на стрес.
Градиентният профил на подложените на стрес бактериални съобщества е
географски специфичен и зависи от абиотичните фактори на средата”.

Така формулираната хипотеза определя и двукомпонентната цел на
настоящия дисертационен труд: “...да се установи 1) таксономичният състав и
функционалната активност на микробиома на трайно замърсени с тежки
метали почви и 2) да се определят ключовите фактори на околната среда с
ефект върху характеристиките на микробните съобщества”, която ще бъде
реализирана чрез изпълнението на 6 ясно разписани задачи (1 стр).
Материал и методи (33 стр):

Този раздел е илюстрация за големия методичен инструментариум, който
Радина Николова е усвоила през годините, огромния експериментален труд и
многоплановостта на проведените експерименти. Подробно и с добри
илюстрации, където е било необходимо, са описани методите на пробонабиране,
физикохимичните, микробиологичните и молекулярно-генетичните анализи.
Добре описани са и статистическите анализи, използвани за обработка на
резултатите.
Пробонабирането е извършено еднократно в 5 референтни точки от района на
КЦМ 2000, гр. Пловдив, през месец юни 2020 г по концентрационния градиент
на дълготрайно замърсяване на почвите с цинк (Zn), олово (Pb), кадмий (Cd),
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мед (Cu) и металоида арсен (As). Пробонабирането е от пунктове с различен
статут на земеползване - техногенна почва (1), обработваеми почви (3), пасище
(1), различни географски характеристики и различна дълбочина на
пробонабирането - повърхностен почвен слой (0 – 20 см) и подповърхностен
почвен слой (20 – 40 см).
Физикохимичните анализи на почвите са описани коректно. Съдържанието
на олово, кадмий, мед, цинк и арсен и техните био-активни форми е определяно
по ISO 11466).
Микробиологични анализи на почвите: Разнообразието на хетеротрофните
бактерии в почвата е определяно на базата на “колония образуващи единици”
(CFU) за g суха почва.
Биохимични анализи: усвоени са 3 биохимични методи за определяне на
ензимните активности на почвените микробни съобщества - дехидрогеназна,
бета-глюкозидазна, уреазна, фосфатазна, арилсулфатазна активности.
Метаболитният профил на почвените бактериални съобщества е определян
по метода Biolog с използване на EcoplateTM микротитърни плаки (Biolog Inc.,
Hayward CA, USA), който позволява охарактеризиране на бактериалните
съобщества на базата на способността им да усвояват различни въглеродни
източници.
Много обстойно е описана методологията на проведените молекулярно-
генетични анализи за екстрахиране и амплификация на геномна ДНК от почвите,
пречистване на PCR продуктите, конструиране на 16S рДНК клонови библиотеки, PCR
клониране на ДНК, трансформация в компетентни клетки E. coli TOP 10F’, , in situ PCR
амплификация за проверка на рекомбинантните клонове, съхранение на клоновите библиотеки,
полиморфизъм по дължината на рестрикционните фрагменти (Restriction Fragment
LengtPolymorphism) RFLP, секвениране и филогенетичен анализ на 16S рДНК
последователностите; количествен PCR за определяне на микробното обилие.. Метагеномен
анализ чрез таргетно ампликон секвениране на 16S рРНК гена (V3-V4 хипервариабилната
област) на бактериланите съобщества и на ITS региона за гъбните съобщества и секвениране
на Illumina MiSeq платформа. Подробно е описана методиката за подготовката на
ампликоновите ITS библиотеки, което включва PCR амплификация на ITS региона, пречистване
на PCR продуктитерепарация на двата края на ДНК и лигиране на адаптери, количествен PR
(qPCR) за оценка и нормализация на ITS ампликоновите библиотеки и последната стъпка
преди секвениранеденатуриране на ITS библиотеките.
Статистически анализи:

За статистическите анализи е използвана програмата PAST 4.08. Всички
данни са обработени статистически с методи, съобразени със спецификата на
изследването и притежаващи различни разрешителни възможности: ANOVA за
определяне начимостта в разликите на изследваните параметри; пермутационен
многовариантен дисперсионен анализ (PERMANOVA) за доказване на разликите във
функционалните микробиологични разлики между почвите и SIMPER (Similarity percentage)
за установяване на приноса на изследваните ензими и източници на въглерод в общата
неподобност между пробите; корелационен анализ за установяване на линейни
корелационни зависимости между абиотичните и биотичните параметри на средата;
CCA – canonical correspondence analysis за изясняване на връзката между ензимните
активности и усвояването на въглеродните източниците..
Резултати (52 стр) и обсъждане (20 стр):

Този два раздела са неизменно свързани и са информативни за
капацитета на докторанта не само да експериментира, но и да анализира
получените резултати и да ги интерпретира в светлината на съвременните
научни схващания. Смятам, че Радина Николова се е справила много успешно.

Разделът “Резултати” е богато илюстриран с таблици и графики. Добре
структурираната работна програма и многоплановият методичен
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инструментариум, който Радина Николова е усвоила, са допринесли за
получаването на интересни резултати, които кореспондират с други резултати
на колектива към който тя принадлежи и с тези на чужди автори.

Установено е, че в 10 изследвани референтни точки наличието на Zn, Pb,
Cd, Cu и As е в концентрации над максимално допустимите (МДК) според
Наредба №3/2008. От табл. 17 става ясно, че в по-голямата си част почвите от
изследваните пунктове са значително замърсени с тежки метали и степента
варира в зависимостта от отдалечеността от основния замърсител КЦМ2000,
структурата на почвата и дълбочинния слой на пробовземане.

На пръв поглед стойностите на биологично достъпните форми на Pb, Zn
и Cd в почвите са сравнително ниски, като в най-силно замърсената с тежки
метали почва КСМ_1.1 и КСМ_1.2, стойностите са както следва - Cd 9 mg/kg ,
Pb 2.6 mg/kg и Zn 8.2 mg/kg. Обаче, много данни в литературата, включително и
наши показват, че кадмии и олово притежават токсичен, генотоксичен,
мутагенен потенциал дори в по-нисък концентрационен диапазон и силата тези
ефекти силно зависи от генотипа на изследваните обекти.

Направеният анализ на физикохимичните свойства на почвите показва,
че няма сериозни разлики между почвите от пунктовете за пробонабиране.
Почвите са песъчливо-глинести, с леко вариращи почвена влага и рН - от слабо
кисело до неутрално. Съдържанието на общ органичен въглерод варира от
6.45% за проба КСМ_3.1 до16.7% за почвена проба КСМ_4.2. Анализът на
концентрацията на неорганични соли в изследваните почвени проби, показва
много слаби отклонения в съдържанието на минерален азот. Според
съдържанието на фосфати две от почвените проби са охарактеризирани като
богати на фосфати КСМ_2 и КСМ_5 и две като бедни на фосфари - КСМ_1 и
КСМ_3. Останалите заемат междинно положение. Не е намерана съществена
разлика по този показател между повърхностния и подповърхностния почвен
слой.

Според изчисления Индекс на замърсяване (NPI) почвите са
охарактеризирани по следния начин: най-силно-замърсени са пробите от
КСМ_1 техногенна почва разположена на 500 м в южна посока от източника,
следвани от КСМ_4 на 1км югозточно от източника, пасище и КСМ_2 на 2 км, в
южна посока, обработваема почва. Средно замърсени са обработваемите почви
от КСМ_5 (1 км, източно от източника), и слабо замърсена почва КСМ_3 на 3
км, южно от източника. Пробите от повърхностния слой са по-силно замърсени
в сравнение с тези от подповърхностния, което е обяснено с ограниченото
проникване на тежките метали в дълбочина, поради свързването им с почвената
органика.

Акцентирам върху физико-химичните данни, защото те са важен фактор
за изясняване влиянието на хроничното натоварване на почвите с тежки метали
върху обилието и структурата на почвения микробиом.

Използването на два подхода - микробиологичен и молекулярно-
генетичен илюстрира взаимно-допълващите им се разрешителни възможности
при определянето на обилието на бактериалните съобщества, което намалява
с увеличаване степента на замърсяване с тежки метали. Бактериалното обилие е
най-ниско в проби KCM_1.1 и KCM_1.2 където са установени по-високи
концентрации на биологично-достъпни форми на Pb, Zn и Cd. Бактериалното
обилие, определено чрез количествен PCR (qPCR) следва същата тенденция.
Тези данни кореспондират и с получените резултати от изчислените индекси на
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обилие (Chao1 и ACE) и алфа-разнообразие (Shannon) и публикуваните вече
данни на други автори.

Друга интересна корелация е намерена между обилието на
бактериалните съобщества и дълбочината на пробонабирането. Тук трябва да се
отбележи, че резултатите, получените по молекулярно-генетичния подход за
почвеното бактериално обилие не кореспондират с получените по
микробиологичния култивационен метод. Този факт е добре обяснен с по-
високите разрешителни възможности на молекурярно-генетичния подход, който
анализира и некултивируемите бактерии. В подкрепа на тази теза са резултатите
от следващите изследвания за определяне на таксономичния състав и
структурата на бактериалните съобщества, където са намерени нови
некултивируеми бактериални видове – 24.10% от всички секвенции с хомология
по-малко от 90% с референтни секвенции на 16S рРНК гена от база данни на
NCBI.

Интересна е установената връзка между бактериалното обилие и
абиотичните фактори, показвайки по-голям ефект на замърсяването с тежки
метали върху култивируемите бактерии в сравнение с общия брой
(култивируеми и некултивируеми бактерии).

Неизменна част от почвения микробиом са гъбните съобщества.
Експерименталните данни сочат, че разпределението на представителите на
гъбните съобщества в почвите също зависи от степента на замърсяване с тежки
метали и дълбочината на пробонабирането. Според проведения корелационен
анализ по Pearson обаче няма статистически доказана корелация между
разпределението на копията на ITS региона и тези два фактора. Следващите
молекулярно-генетични експерименти потвърждават тази тенденция, която
Радина Николова обяснява в светлината на съвременното схващане за развила
се резистентност вследствие хроничното натоварване на почвите с тежки
метали или недостатъчно високата статистическа извадка.

Особено внимание от екологична гледна точка заслужава фактът, че в
резултат от проведените изследвания са идентифицираните биоиндикаторни
таксони за силно замърсени почви: два бактериални класа Gemmatimonadetes,
Chloroflexia и Bacilli и два клас класа гъби- Eurotiomycetes (род Bacillicladium),
Dothideomycetes ( род Curvularia).

На базата на метагеномните данни са прогнозирани 26 метаболитни
пътища, които вероятно имат принос при формирането на екологичната
пластичност и устойчивост на бактериалните съобщества към тежки метали.
Тези резултати са от фундаментално значение от гледна точка на механизмите
на генотипната устойчивост в непрекъснато променящата се екологична
обстановка.

Този дисертационен труд дава много отговори за влиянието на почвеното
замърсяване с тежки метали върху почвения микробиом - обилие, структура
метаболитна активност. Разработен е в съответствие с лансираната хипотеза и
напълно изпълнява поставените цел и задачи.

От екологична гледна новополучените резултати откриват нови
хоризонти за изследване функцията на микробиома в процесите на адаптация/
резистентност към тежките метали и взаимовръзката с абиотичните и биотични
фактори на средата

Изводи (1 стр): Имайки предвид огромния експериментален обем на
настоящия дисертационен труд, намирам че направените 7 извода напълно
отразяват същността на работата и изразявам съгласие с тях.
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Приноси: (1 стр): Изразявам съгласие с така формулираните 5 приноса -
3 с оригинален характер и 2 с потвърдителен, които са резултат от едно добре
планирано и проведено изследване.

Автореферат: Напълно съответства на съдържанието на дисертационния
труд.

Библиографска справка: В цитираната литература са включени 303
научни източника, от които 92 или 30.35% от тях са от последните 5 години,
което потвърждава актуалността на проблема и добрата информираност на
Радина Николова.

Научни публикации по проблематиката на докторантската теза,
участията в научни форуми и публикации, извън проблематиката на
докторантската разработка: Радина Николова има 4 публикации по темата на
дисертацията в Comptes rendus de l'Académie bulgare des Sciences Q3, IF-0.3;
Biotechnology & Biotechnological Equipment Q3, IF-1.762; BioRisk Q4, SJR - 0.17.
До 5.09.2025 цитиранията са 27. Този факт достатъчно красноречиво
свидетелства за актуалността на проблема и значимостта на проведените
изследвания.

Радина Николова има 2 публикации извън темата на дисертацията и 9
участия в национални и международни научни форума. Два пъти е
награждавана с Първа награда за отлично представяне с доклади на
Международния Семинар по Екология, Организиран от ИБЕИ, БАН и СУБ,
секция “Биология”.

Лични впечатления: С прекрасни впечатления съм от Радина Николова,
която познавам още от студентските и години в НБУ, където бях хоноруван
преподавател по генетика и от участията и в Международния семинар по
екология.

Имам няколко въпроса към Радина Николова:

1. Как бихте свързали прогнозните KEGG пътища с наблюдаваните
таксономични промени в микробиома? Кои микробни таксони според вас
най-вероятно допринасят за конкретни пътища, свързани с резистентност
към тежките метали?

2. Как можете да интерпретирате промените в микробните съобщества във
връзка със специфични механизми на метална токсичност, например
резистентност към кадмий (Cd)?

3. Като имате предвид, че изследваните почви произхождат от
обработваеми земи, какви земеделски култури могат да се отглеждат
върху тях?

Заключение: Представеният ми за рецензиране дисертационен труд на Радина
Николова на тема „Структурни и функционални характеристики на почвените
микробни съобщества в отговор на дълготрайно замърсяване с тежки
метали“се характеризира с актуалност, ясно формулирани хипотеза, цел и
задачи. Добре структурираната работна програма и богатият методичен
инструментариум, който Радина Николова е усвоила през годините, както и
добрата и литературна осведоменост, естествено са допринесли за интересните
и информативни резултати, адекватнато им обсъждане в светлината на
българските и световни научни постижения и произтичащите от там изводи и
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приноси. В периода на обучение Радина Николова се е изградила като прецизен
експериментатор и задълбочен, перспективен млад изследовател.

Всичко това ми дава основание убедено да препоръчам на уважаемото
Научно Жури да гласува положително за присъждането на образователната и
научна степен ”Доктор” по научна специалност „Молекулярна генетика“,
професионално направление 4.3. Биологически науки на Радина Николаева
Николова.

30.11.2025 Рецензент:
Проф., д-р Стефка Чанкова - Петрова


