ВІДГУК
офіційного опонента на дисертаційну роботу Горюнової Інни Іванівни «Вплив Cd2+, Ni2+, Zn2+та Cu2+ на організацію цитоскелету клітин кореня Arabidopsis thaliana», подану до захисту на здобуття наукового ступеня кандидата біологічних наук за спеціальністю 03.00.11 – цитологія, клітинна біологія, гістологія.

Актуальність теми дисертаційної роботи. У зв’язку з  продовженням загострення екологічної кризи, пов’язаної зі збільшенням антропогенного забруднення оточуючого середовища, важливе значення набуває з’ясування впливу важких металів (ВМ) на всі компоненти екосистем. Зокрема, вміст ВМ у ґрунті районів з розвинутою металургійною промисловістю та автотранспортом може на декілька порядків перевищувати фонові. Надлишкове надходження металу до екосистеми в результаті антропогенного пресингу часто призводить до незворотних змін та порушень життєво важливих функцій у більшості рослинних організмів. Токсичність важких металів, як правило, визначається їх концентрацією, оскільки багато з них, зокрема, мідь, цинк, молібден та інші, виконують ряд регуляторних функцій у клітинах про- і еукаріот. Проте при перевищенні фізіологічних концентрацій вказані елементи здатні викликати цитотоксичні ефекти. Оскільки більшість важких металів впливають на ріст і морфогенез у рослин, то ймовірною мішенню їхнього впливу у клітинах рослин можуть виступати компоненти цитоскелету, а саме мікротрубочки і актинові філаменти (мікрофіламенти). Саме тому вивчення впливу металів-полютантів на мікротрубочки і актинові філаменти є дуже актуальним питанням для більш повного виявлення внутрішньоклітинних мішеней їх впливу.
У зв’язку з цим, дисертаційна робота Інни Іванівни Горюнової, яка присвячена визначенню впливу токсичних металів на прижиттєву організацію мікротрубочок і актинових філаментів як потенційних мішеней для їх впливу, є актуальною й перспективною з точки зору теоретичної та практичної значущості. 

Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Дисертаційну роботу виконано у рамках бюджетних тем відділу геноміки та молекулярної біотехнології ДУ «Інститут харчової біотехнології та геноміки» «Створення нових ліній трансгенних рослин із застосуванням генів стійкості до біотичних та абіотичних факторів та генів для покращення їх харчової якості» (2007-2011 рр., номер держреєстрації 0107U003581) та «Вивчення молекулярно-генетичних та клітинних механізмів стійкості рослин до абіотичних та біотичних факторів для покращення їх адаптивних властивостей до несприятливих умов навколишнього середовища» (2011–2016 рр., номер держреєстрації 0111U001597).
Наукова новизна одержаних результатів. Вперше проведене комплексне дослідження змін прижиттєвої організації мікротрубочок та актинових філаментів після дії зазначених токсичних металів у різних типах клітин рослин (інтерфазні клітини, недиференційовані (меристематичні), диференційовані (клітини епідермісу, кори тощо), а також клітини з верхівковим типом росту (кореневі волоски). А щодо дії іонів цинку на актинові філаменти рослинних клітин такі дослідження взагалі проводилися вперше.

Теоретичне і практичне значення результатів дослідження. Експерименти, які проведено дисертантом, вносять суттєвий вклад у дослідження закономірностей залежності процесів росту і морфогенезу клітин коренів, відповідно, організації мікротрубочок і актинових філаментів, від впливу важких металів: Сd2+ , Ni2+, Cu2+ і Zn2+..
Практичне значення результатів досліджень полягає у розробці методологічної бази для визначення клітинних та молекулярних механізмів стійкості рослин до інтоксикації токсичними концентраціями металів, що дасть змогу розробити нові більш ефективні стратегії для моніторингу і боротьби із забрудненням ґрунтів токсичними металами.
Результати досліджень можуть бути використані у навчальному процесі під час підготовки фахівців з клітинної біології та біоінженерії Київського національного університету ім. Тараса Шевченка у курсах лекцій «Скелетні структури клітини та їх функції» і в інших ВИШах  у лекційному матеріалі  з клітинної біології.

Ступінь обґрунтованості та достовірності положень, висновків та рекомендацій, сформульованих у дисертації. Дисертанткою проведено експериментальне дослідження з використанням сучасних методичних підходів. Отримані результати були проаналізовані за допомогою сучасних статистичних методів обробки даних. Використані методи дослідження повністю відповідають меті, завданням дисертації та сучасним вимогам щодо підтвердження наукових досліджень. Отриманий матеріал базується на фактичних даних, що відповідають первинній документації і забезпечують вірогідність отриманих даних. 
Оцінка змісту дисертації, її завершеності в цілому та ідентичності змісту автореферату й основних  положень дисертації. Дисертація складається із переліку умовних скорочень, вступу, огляду літератури, опису матеріалів і методів дослідження, результатів дослідження їх обговорення та узагальнення, висновків і переліку використаних джерел.

У вступі коротко обґрунтовується актуальність теми; зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами; наведено мету і задачі дослідження; подано коротке визначення використаних об’єкта, предмета та методів дослідження; викладено наукову новизну отриманих результатів та їхнє практичне значення; наведено дані про особистий внесок здобувача, апробацію роботи та публікації результатів досліджень, структуру і обсяг дисертації, а також висловлено подяки.

У розділі 1-3  «Огляд літератури», який дисертантом складено послідовно і висококваліфіковано, представлено сучасні уявлення про організацію цитоскелету рослинних клітин. Значна увага приділена впливу токсичних металів на цитоскелет рослинної клітини: впливу на цитоскелет металів з вираженими токсичними властивостями та реакції цитоскелету на метали, які не володіють вираженими токсичними властивостями.
Огляд літератури свідчить про ґрунтовні знання автором сучасного стану в даній галузі досліджень, критичне відношення до них, здатність вичленувати і узагальнити головне із значного масиву розрізнених літературних відомостей, чітко викласти стан та перспективи досліджень, а також коротко і зрозуміло обґрунтувати актуальність, роль та місце власного дослідження у контексті накопичених світовою наукою знань.

У розділі 4 «Матеріали і методи досліджень» описано об’єкти (трансгенні лінії Arabidopsis thaliana (GFP-MAP4) і Arabidopsis thaliana (GFP-FABD2), які характеризуються конститутивною експресією відповідних химерних генів, злитих з репортерним геном gfp), та викладено умови проведення досліджень. 
Коротко описано сучасні методи світлової, люмінісцентної та лазерної скануючої конфокальної мікроскопії, за допомогою яких отримано коректні результати, адекватні стосовно поставлених задач дослідження.

Розділ 5 «Вплив токсичних металів на ріст та морфологію коренів проростків Arabidopsis thaliana» складається з чотирьох невеликих частин. Тут наведено результати власних досліджень, які показують вплив іонів токсичних металів (кадмію, нікелю, міді і цинку) на ріст та морфологію головних коренів проростків Arabidopsis thaliana. Зокрема, автором було продемонстровано часозалежне і дозозалежне інгібування росту головних коренів під впливом використаних концентрацій іонів кадмію, нікелю і міді, в той час як іони цинку навпаки проявляли стимулюючу дію на ріст головних коренів. Автор показує різноманітні зміни морфології головних коренів у вигляді роздування різноманітних типів клітин різних ростових зон коренів, відмиранні клітин кореневого апексу головного кореню і зачатків бічних коренів, а також ініціації росту кореневих волосків. Для більш точного діагностування стану кореневої системи після дії токсичними металами, автор досить влучно використовує фарбування інтеркалюючими флюорохромами, зокрема пропідієм іодидом – маркером на мертві клітини і флюрисцеїн діацетатом – барвником, який фарбує лише цитоплазму живих клітин.
Розділ 6 «Вплив металів на організацію мікротрубочок в клітинах коренів Arabidopsis thaliana» складається з п’ятьох частин: 1. Особливості будови кореня A. thaliana; 2. Визначення впливу Cd2+; 3. Визначення впливу Ni2+; 3 Визначення впливу Cu2+; 4. Визначення впливу Zn2+. Наведені тут результати дослідження впливу токсичних металів, отриманих за допомогою лазерної скануючої конфокальної мікроскопії, показують, що причиною даних порушень є безпосередній вплив іонів важких металів на мікротрубочки клітин різних ростових зон кореня. Порушення нативної організації мікротрубочок спостерігали за впливу всіх використаних токсичних металів. Проте, найбільш чутливими до дії іонів Сd2+ виявились мікротрубочки клітин апікальної меристеми та перехідної зони кореня, до дії Ni2+ – кортикальні мікротрубочки зони клітинних поділів та елонгації, для Сu2+ – мікротрубочки клітин зони клітинних поділів, для Zn2+ – мікротрубочки клітин перехідної зони кореня.  

У розділі 7 «Вплив металів на організацію актинових філаментів в клітинах коренів Arabidopsis thaliana» наведено результати дослідження впливу зазначених токсичних металів на іншу складову цитоскелету рослинної клітини, а саме на актинові філаменти. Продемонстровані зміни прижиттєвої організації актинових філаментів під впливом іонів Сd2+, Ni2+, Cu2+ і Zn2+, що свідчить про клітинну роль цих цитоскелетних структур як потенційних мішеней для важких металів нарівні з мікротрубочками. Автором з’ясовано, що актинові філаменти клітин різних ростових зон кореня A. thaliana не в однаковій мірі чутливі до дії різних металів. Зокрема, найбільш чутливими до дії іонів Сd2+ виявились мікрофіламенти клітини зони клітинних поділів і перехідної зони, до дії Ni2+ – актинові філаменти перехідної зони та зони елонгації, до дії Сu2+ – актинові філаменти клітин зони клітинних поділів та диференціації, тоді як Zn2+ не викликав суттєвих змін в прижиттєві організації актинових філаментів. 
Дисертація завершується обговоренням результатів та висновками. Висновки дисертації аргументовані, відповідають меті, задачам та сучасним вимогам до проведення наукових досліджень.

Перелік використаних джерел літератури містить містить 237 посилань   українською та іноземними мовами.

Таким чином, дисертація Горюнової Інни Іванівни «Вплив Cd2+, Ni2+, Zn2+та Cu2+ на організацію цитоскелету клітин кореня Arabidopsis thaliana» є завершеною науковою роботою. Основні положення та висновки дисертації повністю викладені в авторефераті.

Повнота викладу матеріалів дисертації в опублікованих працях. Автором наведено висвітлення матеріалів роботи на вітчизняних та міжнародних тематичних конференціях. Основні положення роботи знайшли своє відображення у 15 наукових публікаціях, у тому числі 6 статті у фахових виданнях у галузі біологічних наук та 9 у матеріалах конференцій. 
При рецензуванні опублікованих статей встановлено, що вони мають необхідні елементи в своїй структурі і містять постановку загальної проблеми та її зв’язок із важливими науковими та практичними завданнями, аналіз останніх досліджень, в яких започатковано розв’язання даної проблеми, на які спирається автор. Інтерпретація отриманих даних, основні положення, що виносяться на захист, та висновки належать автору.

Всі публікації повністю відображають результати та суть дослідження, що надано у основних розділах дисертації. 

Недоліки дисертації та автореферату щодо їх змісту і оформлення. За позитивної оцінки проведеної автором роботи до дисертанта є  деякі зауваження  та побажання:
1. Чому при проведенні дослідження впливу важких металів на організацію цитоскелету клітин кореня Arabidopsis thaliana перевага надавалася Cd2+, Ni2+, Zn2+та Cu2+, а не іншим металам з вираженими токсичними властивостями детальна характеристика дії яких на цитоскелет приведена у розділі3.1?
2. Для дослідження впливу іонів важких металів на ріст головних коренів A. thaliana (GFP-MAP4) i A. thaliana (GFP-FABD2) чотириденні проростки поміщали у чашки Петрі з розчинами в концентраціях 1–20 мкМ. Чому використовували саме такі концентрації? Чи узгоджується це з уже існуючими літературними джерелами?
3. На основі отриманих експериментальних даних поясніть з чим пов’язане збільшення довжини кореневих волосків у Ваших дослідженнях? Це явище носить специфічний чи неспецифічний характер?
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Cning niakpeciauTd, 1O 3a3HayeHl 3ayBa)KeHHS Ta NMoOakaHHsS HE 3HUKYIOTh
3arajibHOI MO3UTUBHOI OLIIHKM Ta BU3HAHHS HAyKOBO-TEOPETUYHOIO Ta MPAKTUYHOIO
3HAYEHHs 3alpONOHOBAHUX HAYKOBO OOIPYHTOBAHUX 1 BIIPOBA/KEHUX B HaBUAJIbHUM
npolec pe3ysibTaTiB AucepTallii.

BianosigHicTs AucepTanii BcTaHoBJIeHHM BHMoram. Juceprauiiina pobora
lopionosoi Iunu IsaniBun «Brums Cd*’, Ni**, Zn*'ta Cu’" Ha opranizauito
LUTOCKeNeTy KJIITUH KopeHsi Arabidopsis thaliana», npencraBieHa B
crnienianizoBany BueHy pany /| 26.254.01 1Y «lactutyT xap4oBoi 6ioTeXHOJOrIT i
renomikn» HAH Vkpainu € 3akiH4eHHUM HAyKOBHM JIOCHiDKeHHsM. PobGora
Binosifae Bumoram mnm.ll, 13 «Ilopsiaky NpHUCYKEHHS HAyKOBHMX CTYIEHIB i
MPUCBOECHHS BYEHOIO 3BaHHS CTaplLIOro HayKOBOI'O CHiBPOOITHUKAY, 3aTBEPIKEHOTO
nocraHoBoro Kabinery MinictpiB Ykpainu Bin 24.07.2013 p. Ne 567, a nourykau
3aCJlyroBy€ Ha NPUCY/DKEHHS HAyKOBOIO CTyMeHsl KaHauJara OloJIOTiYHUX HayK 3i

crenianbHocTi 03.00.11 — nuTosorist, KJIiTHHHA Gi0JIOTis, FiCTONIOTIS.
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