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ВІДГУК

офіційного опонента на дисертаційну роботу Сахно Людмили Олександрівни «Отримання рослин ріпаку (Brassica napus l.) з гетерологічними генами різного походження та аналіз їх толерантності до абіотичних стресів» подану на здобуття наукового ступеня доктора біологічних наук за спеціальністю 03.00.20 – біотехнологія
Підвищення врожайності сільськогосподарських культур та покращення їх поживної цінності є актуальним завданням сучасної біотехнології рослин. Сьогодні в умовах глобальної зміни клімату все більш гостро стоїть питання отримання культур, які були би стійкими до дії несприятливих факторів навколишнього середовища, таких як різкі коливання температур, посуха, засолення, підвищений вміст важких металів, а також до дії біотичних факторів, як, наприклад, ураження фітопатогенними мікроорганізмами, пошкодження комахами тощо. Використання сучасних біотехнологічних підходів дає можливість отримувати рослини з поліпшеною толерантністю до стресових чинників на основі вже існуючих цінних з сільськогосподарської точки зору генотипів. Низка таких рослин вже отримана та використовується у світовій практиці.
Важливою культурою у світовому масштабі є ріпак, який є джерелом харчової та технічної олії, а також кормів з високим вмістом білка. Сьогодні вже отримано трансгенні рослини Brassica napus, в яких експресуються гетерологічні гени, перенесені з арабідопсису та пшениці. Такі рослини здатні витримувати підвищені та знижені температури, дефіцит вологи, засолення. Введення гетерологічних генів у рослини зазвичай забезпечує їм адаптацію лише до одного чітко визначеного фактору. Такими, наприклад, є рослини стійкі до гербіцидів, вирощування яких широко розповсюджено у всьому світі.
Актуальною проблемою агробіотехнології є отримання нових трансгенних рослин ріпаку з підвищеною толерантністю до змін умов вирощування. З огляду на вищесказане, економічно вигідним було б поєднання в одній рослині декількох цінних характеристик, як то стійкість до гербіцидів та покращені фізіологічні та біохімічні параметри, що забезпечують адаптацію до стресів.
Відбір генотипів з поліпшеними адаптивними характеристиками як в асептичних, так і польових умовах за допомогою надійних біохімічних, молекулярно-біологічних, фізіологічних маркерів є важливим етапом у створенні трансгенних рослин. Особливої уваги заслуговує вибір критерію для первинного скрінінгу і подальшого пошуку рослин з підвищеною стійкістю до змін умов культивування, адже це забезпечує швидке досягнення успіху.  Саме цьому питанню і присвячена представлена дисертаційна робота Л.О. Сахно У роботі в якості критерію для селекції використовується оцінка активності антиоксидантного ферменту супероксиддисмутази (СОД), що залучений у відповідь рослинної клітини на дію абіотичного стресу. Це дозволяє відібрати цінні за агрономічними характеристиками генотипи з покращеною толерантністю до впливу абіотичних і біотичних чинників. Тому робота Л.О. Сахно є актуальною.
Дисертаційна робота побудована традиційно. Вона складається із вступу, огляду літератури, опису матеріалів та методів досліджень, результатів досліджень та обговорення (представлених чотирма розділами), узагальнення результатів досліджень, висновків, списку літератури. Текст дисертації з переліком літератури (509 джерел), ілюстраціями (114 рисунків, 22 таблиці) викладено на 327 сторінках.
У вступі коротко обґрунтовується актуальність теми; зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами; мета та завдання досліджень; дано коротке визначення об’єкта, предмета та методів дослідження, викладені наукова новизна одержаних результатів та їх практичне значення; наведено дані про особистий внесок здобувача, апробацію результатів дисертації, публікації.

У «Огляді літератури» чітко і логічно викладено сучасний стан проблеми біотехнології рослин у галузі збільшення рослинної біомаси за оптимальних та стресових умов росту. Детально описуються властивості рослинних СОД та зміни її активності в процесі росту та розвитку трансгенних рослин, що містять гетерологічний ген, який кодує одну із ізоформ СОД. 
У цілому огляд літератури свідчить про ґрунтовні знання автором сучасного стану проблеми у світі. Це дало можливість дисертантці обґрунтувати актуальність власних досліджень, вказати їх значення для світової практики. 
У розділі “Матеріали та методи досліджень” дано характеристику вихідного матеріалу, умови вирощування в асептичних умовах та в кліматичній камері, здійснення тестування на стійкість до гербіцидів, описано генетичну трансформацію та векторні конструкції, описано методи біохімічного, молекулярно-біологічного аналізу та методи статистичної обробки. Спектр методів дослідження адекватний стосовно визначеної мети та поставлених задач дослідження. Проте слід вказати на те, що використаний в роботі метод визначення вмісту загального розчинного білка не є точним. Дисертантка готувала рослинні екстракти, «розтираючи наважку … в подвійному об’ємі 50 мМ Tris-HCl буфера (pH 8,0)  … з наступним центрифугуванням … Рідину над осадом використовували для аналіза» (с. 73-74). Загальноприйнятим для отримання розчинного білку є використання буферу у співвідношенні наважка:буфер 1:5 – 1:10 (див. Current protocols, Extraction of proteins from plant tissues). Тому нам видається, що висновки стосовно вмісту загального розчинного білка є не цілком коректними, оскільки немає впевненості, що весь розчинний білок екстрагувався. 
В тому ж розділі авторка подає опис генетичних конструкцій, використаних для трансформації ріпаку. Проте допущені неточності у характеристиці вектора рСВ133 – в роботі написано, що вектор отримано «на основі вектора рUC19 шляхом ексцизії гена gus», але плазміда рUC19 не містить в своєму складі ген gus. То як все ж таки отримано конструкцію рСВ133? 
Крім того, вважаю, що робота виграла би, якби для отримання трансгенних рослин були використані рекомбінантні конструкти, самостійно сконструйовані автором.

Далі наведено чотири розділи, які представляють результати власних досліджень та їх обговорення. У розділі 3 авторка описує генетичну трансформацію ріпаку за розробленим нею протоколом, де вперше в якості експланту використано листки 3-4 тижневих рослин. Цей підхід дає можливість працювати з незначною кількістю вихідного насіння та виключає необхідність стерилізації вихідного матеріалу перед постановкою кожного досліду. Запропонована методика запатентована в Україні.
Дисертанткою отримано низку трансгенних рослин ріпаку на основі різних промислових сортів: РРТ-стійкі рослини з безпромоторним геном bar; рослини з геном epsps, що характеризувались стійкістю одночасно до двох гербіцидів – BASTA і Roundup; рослини, до яких одночасного вводили чотири гени – desС, licBM3, epsps та bar; рослини ріпаку з геном альфа-2b інтерферону людини; рослини з геном тваринного походження cyp11A1, які експресують також ген bar. Гетерологічні гени були функціональними, що підтверджено за допомогою ПЛР зі зворотною транскрипцією.
Цікавими видаються дані стосовно рослин ріпаку з геном альфа-2b інтерферону людини. Показано, що ці біотехнологічні лінії мають різну інтерфероноподібну активність, а також таку біохімічну особливість як підвищена антиоксидантна активність тканин листків за умов вирощування in vitro та in vivo (в ґрунті в теплиці).
Рослини ріпаку з геном cyp11A1 характеризувались підвищеним до 30 % вмістом білка у листках, підвищеною антиоксидантною активністю, незмінним вмістом аскорбінової кислоти. Інтеграція гена cyp11A1 цитохрому Р450SCC тваринного походження в ядерний геном ріпаку вплинула на кількісний склад жирних кислот в його насінні. У трансгенному насінні вміст олеїнової кислоти підвищувався максимально на 6 %, а вміст ліноленової кислоти зменшувався майже вдвічі. Загальна кількість жирних кислот залишалась на рівні контрольних рослин. В розділі «Матеріали та методи» описано генетичну конструкцію рСВ092 з геном cyp11A1 в оберненій орієнтації. Проте з тексту роботи не зрозуміло, чи було отримано трансгенні рослини із цією конструкцією?
Авторкою показано, що результатом введення трансгена desC Synechococcus vulcanus в рослини ріпаку було зменшення на 16% вмісту насичених (С16:0) і збільшення на 33% вмісту триєнових (С16:3) жирних кислот, підвищення загального вмісту жирних кислот і індекса ненасиченості в листках деяких трансгенних ліній (18b і 18а/6). Зростання індекса ненасиченості корелювало зі змінами у загальному вмісті жирних кислот у аналізованих рослин.
На загал, дисертанткою було отримано багато трансгенних ліній, в основі яких лежать вже відомі сорти ріпаку. Проте не зрозуміло, чому для кожної конструкції використовувався інший сорт. Так, наприклад, Ексголд та Титан використовувались для генетичної трансформації рСВ133, сорти Калинівський та ВНІС 100 – для трансформації pICН3744, pICН3737 і pICН9414, сорт Обрій для рСВ133 та pBISN-desC::licBM тощо. Чим обґрунтовано вибір комбінацій сортів і генетичних  конструкцій? 

У роботі здійснено характеристику отриманих рослин сортів ріпаку за нормальних умов та за дії стресу. Показано відмінності за активністю СОД серед сортів ріпаку, задіяних у експериментах з трансформації. Відмічено відсутність достовірних відмінностей за активністю СОД в листках рослин ріпаку з трансгенами bar, nptII, epsps, desC::licBM3 у порівнянні з нетрансформованими за сприятливих умов росту. У рослин з генами cyp11A1 і HuInf-α2b активність СОД за тих же умов була підвищена порівняно з контрольними, що може біти пов’язано з експресією відповідних гетерологічних генів.
Важливим результатом є те, що обробка насіння ріпаку розчинами рекомбінантного альфа-2b інтерферону людини приводила до збільшення біомаси 7-добових проростків, культивованих in vitro (до 2,4 разів). Крім того, виявлено позитивну кореляцію між ростом сирої біомаси і активністю СОД. 
Отримані автором трансгенні рослини ріпаку всебічно досліджуються в умовах абіотичного стресу. Так, показано, що рослини, які експресують гени bar та epsps одночасно, у другому поколінні не відрізнялися від нетрансформованих контрольних рослин за активністю СОД і загальної антирадикальної активності у листках асептичних рослин і вмістом СРБ. Отже, інтеграція генів стійкості до гербіцидів не надає рослинам додаткових переваг за умов стресу. 

Трансгенні рослини з цільовим геном desC не відрізнялись за накопиченням біомаси та активністю СОД від контрольних рослин при рості за температури 22°С, після переходу на 4°С і за умов наступного повернення до вихідної температури. Отже, збільшення вмісту ненасичених жирних кислот, яке відбувається, головним чином, за рахунок пальмітліноленової кислоти, недостатньо для підвищення толерантності ріпаку до знижених температур. Автором припускається, що для суттєвого впливу додаткового гена ∆9 десатурази необхідне спрямування кінцевого продукту у хлоропласти.
Для трансгенних рослин з гетерологічним геном desC зафіксовано достовірно на 6% вищий відносний вміст води у листках за нормальних умов росту. Підвищення температури до 42°С призводило до зменшення відносного вмісту води у всіх тестованих рослин на 8-12%. Рослини трансгенної лінії 18b/25 зберігали відносний вміст води у листках на 5% вищим (87,91±0,43%), ніж у контрольних рослин (84,0±1,97%) під час високотемпературного стресу. Лінія 18b вірогідно не відрізнялась за цим показником від нетрансформованих рослин. В умовах осмотичного стресу рослини з геном desC не відрізнялись від нетрансформованих за накопиченням біомаси, вмістом СРБ і активністю СОД. 

Отримані в роботі рослини ріпаку з геном інтерферону альфа-2b людини мали переваги у зростанні в умовах осмотичного стресу, який був індукований додаванням 50 мМ манітолу до середовища культивування. Рослини аналізували за здатністю накопичувати ними біомасу в умовах in vitro, вмістом СРБ, вмістом хлорофілів та каротиноїдів і активністю СОД. Дві тестовані трансгенні лінії з найвищою інтерфероноподібною активністю екстрактів тканин листка (4500 МО/мг сирої маси) характеризувались здатністю до формування на 18-20% більшої біомаси за нормальних умов і в умовах осмотичного стресу у порівнянні з нетрансформованими, мали більший вміст фотосинтетичних пігментів і характеризувались підвищеною активністю фермента антиоксидантного захисту – СОД. Експресія гена інтерферону людини підвищувала толерантність трансгенних рослин до осмотичного стресу та їх адаптивну пластичність.

Трансгенні рослини з конститутивною експресією гену cyp11A1 виявились більш пристосованими до дії високої температури. Показано, що за умов підвищеної температури насіння двох з чотирьох проаналізованих ліній трансгенних рослин з геном cyp11A1 (друге покоління від самозапилення) проростало краще, ніж насіння нетрансформованих рослин. У листках трансгенних рослин спостерігався більш високий відносний вміст води у порівнянні з контрольними рослинами під час високотемпературного стресу в кліматичній камері. Загальна кількість жирних кислот у листках була нижчою на 27 % у трансгенних листках, ніж у контролі за нормальної температури. У результаті підвищення температури вона зменшувалась у контролі, в той як у трансгенних рослинах cyp11A1 залишалась незмінною. За температури 42°С загальна кількість жирних кислот у трансгенних рослинах на 20–25% перевищувала показник контролю. Активність СОД у трансгенних листках була на 76% вищою, ніж у нетрансформованих рослин, за температури 22 °С і не змінювалась за високої температури. Це може свідчити про те, що СОД відіграє визначальну роль у біохімічних змінах рослинного метаболізму, які дозволяють їм набувати більшої стійкості до дії підвищених температур. 
У цілому результати експерименту дисертанткою викладено чітко та логічно. Отримані результати обговорюються з огляду на вже відомі у світовій науковій літературі факти, що свідчить про глибоку обізнаність здобувача у даній області досліджень. Проте, слід зазначити, що при обговоренні власних даних наводиться надто багато літературних досліджень, іноді вони одноманітні та не вносять доповнення для кращого осмислення результатів. 

В роботі робиться узагальнення всіх отриманих даних. Висновки в роботі логічно випливають із отриманих результатів. Найбільш важливим видається висновок про отримання трансгенних рослин з покращеними фізіологічними та біохімічними характеристиками порівняно з нетрансформованими контрольними рослинами як за сприятливих умов росту, так і за дії стресів різної природи. 
Результати досліджень представлено у 48 публікаціях, що включають 32 статті, з них 25 статей у провідних фахових виданнях, 1 патент на корисну модель, 15 тез доповідей у збірках вітчизняних та закордонних з’їздів та конференцій.
Для комплексної оцінки трансгенних рослин в умовах стресу автор використовує декілька показників: визначення загальної антирадикальної активності, вміст сумарного розчинного білка, відносний вміст води, вміст фотосинтетичних пігментів, жирнокислотний склад ліпідів. Проте, картина була би більш повною, якби було проведено визначення перекисного окислення ліпідів біологічних мембран. Цей показник, як правило, використовується як маркер абіотичного стресу. Це дало б авторові можливість більш адекватно судити про ступінь пошкодження рослинної клітини.
В цілому дисертація написана гарною українською мовою. Проте слід відмітити, що у роботі є граматичні помилки та русизми, зокрема, такі:

· «встроювання» (с. 99, 108, 110, 143 і т.д.) замість вбудовування;
· «черенкування» (Рис.6.8) замість живцювання; 
· «сокультивування» (с. 83, 104) замість співкультивування; 
· «терминатор» (с. 67) замість термінатор та ін.
Вказані недоліки не впливають на загальну оцінку роботи та не зменшують її наукове значення.
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