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офіційного опонента Дробик Надії Михайлівни про дисертаційну роботу Сахно Людмили Олександрівни «Отримання рослин ріпаку (Brassica napus L.) з гетерологічними генами різного походження та аналіз їх толерантності до абіотичних стресів», подану до захисту на здобуття наукового ступеня доктора біологічних наук за спеціальністю 
03.00.20 – біотехнологія
Актуальність теми. Робота Сахно Л.О. присвячена важливій проблемі – отриманню і характеристиці нових трансгенних рослин ріпаку з підвищеною стійкістю до змін умов вирощування. Актуальність проблеми визначається тим, що ріпак є третьою за значенням олійною культурою після пальми і сої у світовому виробництві олії.
В умовах техногенного навантаження та змін клімату важливе значення має отримання вихідного матеріалу для селекції, який би характеризувався мінімальним зниженням продуктивності за несприятливих умов вирощування, таких як різкі зміни температурного режиму, вимокання, засолення, підвищений вміст важких металів та інших токсикантів, ураження фітопатогенними мікроорганізмами, пошкодження комахами тощо. За допомогою біотехнологічних методів можна отримувати рослини з підвищеною витривалістю до несприятливих чинників середовища, використовуючи в якості вихідних уже наявні генотипи з корисними для людини характеристиками. Трансгенез дозволяє ідентифікувати механізми комплексної стійкості до стресів і таким чином забезпечити отримання більшої рослинної біомаси за несприятливих умов.

Особливої уваги заслуговує питання відбору генотипів з поліпшеними адаптивними характеристиками як в асептичних, так і польових умовах за допомогою біохімічних, молекулярно-біологічних та фізіологічних маркерів. Зокрема, вибір критерію для первинного скрінінгу і подальшого пошуку рослин з підвищеною стійкістю до змін умов культивування може визначати швидкість досягнення успіху у цьому напрямку.
Дисертаційне дослідження виконане в Інституті клітинної біології та генетичної інженерії НАН України у рамках низки проектів, зокрема: трьох бюджетних тем «Вивчення поведінки перенесених генетичних маркерів у трансгенних рослин з цінними агрономічними та фармацевтичними властивостями» (2007–2011 р.р.), «Вивчення функціонування рослинних систем, які містять гетерологічний генетичний матеріал» (2010–2014 р.р.), «Вивчення фізіолого-біохімічних і молекулярно-біологічних особливостей функціонування та успадкування гетерологічних генів в рослинних системах» (2015 р.), а також при виконанні двох проектів цільової комплексної програми наукових досліджень НАН України «Біомаса як паливна сировина. Біопалива» – «Отримання генетично змінених рослин ріпаку з підвищеною продуктивністю, стійкістю до гербіцидів та зміненим складом олії як сировини для виробництва біодизеля» (2007–2010 р.р.) та «Біотехнологічні рослини ріпаку з підвищеною продуктивністю за рахунок експресії гетерологічних генів як сировина для виробництва біодизеля» (2010–2012 р.р.); проектів «Дослідження фізіологічної ролі генів, що кодують десатурази з різною субстратною специфічністю, в життєдіяльності рослин в нормі та під впливом абіотичних стресових факторів середовища» та «Розробка біоінженерної платформи нового покоління для високоефективної експресії генів фармацевтичних білків в рослинах і створення їстівних вакцин» цільової комплексної міждисциплінарної програми наукових досліджень НАН України «Фундаментальні основи молекулярних та клітинних біотехнологій» (2010–2014 р.р.), спільних проектів НАНУ–РФФД «Дослідження механізмів стійкості вищих рослин до абіотичних стресів завдяки гетерологічній експресії генів ціанобактерій» (2008–2009 р.р.), ДФФД–РФФД "Молекулярний дизайн системи для гетерологічної експресії білків з використанням термостабільної ліхенази Clostridium thermocellum як репортера та носія" (2011 р.) та проекту«Створення їстівних та кормових рослин, які містять білки з протитуберкульозними та антивірусними властивостями» (ДЗ/489 – 2011).
Достовірність і обґрунтованість результатів наукових положень і висновків. Наукові положення та висновки логічно випливають з фактичного матеріалу і носять об’єктивний характер, оскільки обґрунтовані результатами експериментальних досліджень. У дисертаційній роботі Сахно Л.О. використано великий обсяг вихідного рослинного матеріалу: насіння ярого ріпаку (Brassica napus L. var. oleifera DC.) сортів Калинівський, ВНІС 100, Магнат, Марія, Обрій, Ліга, Титан і Ексголд та Магнат. 

Для дослідження цього матеріалу автором застосовано сучасні методи: культивування в умовах in vitro та in vivo, Agrobacterium tumefaciens-опосередкованої генетичної трансформації, молекулярно-біологічні; генетичного аналізу, мікротитрування, біохімічні, оцінки фізіологічного стану рослин; статистики.

Новизна отриманих результатів. За матеріалами наукових досліджень автором вперше: оптимізовано умови генетичної трансформації рослин ріпаку та отримано трансгенні рослини ріпаку зі стійкістю до гербіцидів на основі фосфінотрицину за рахунок експресії безпромоторного гена bar при використанні векторної конструкції з елементами Cre-/lox системи рекомбінації фага Р1 і рослини ріпаку з трансгенами bar і epsps, стійкі до двох груп гербіцидів (фосфінотрицину і фосфонометилгліцину). При цьому в обох випадках змін в активності СОД і в антирадикальній активності за нормальних умов культивування не виявлено. Сахно Л.О. вперше отримано та досліджено: рослини ріпаку з генами bar, epsps, nptII, desC та licBM3 за рахунок одночасного введення двох генетичних конструкцій у складі двох різних векторів; рослини ріпаку з геном інтерферону альфа-2b людини. Вперше показано поліпшення росту рослин ріпаку за обробки насіння або верхівок асептичних рослин розчинами рекомбінантного альфа-2b інтерферону людини і виявлено підвищення активності СОД у нормальних умовах і за умов водного дефіциту.

Вперше отримано рослини ріпаку з геном cyp11A1, що кодує цитохром P450SCC тваринного походження. Виявлено здатність рослин до накопичення підвищеної біомаси зі збільшеним вмістом сумарного розчинного білка (СРБ) за умов культивування in vitro і у кліматичній камері. Виявлено підвищену антиоксидантну активність тканин листків за рахунок збільшення активності СОД. Показано зміни у складі жирних кислот ліпідів листків і насіння, підвищену толерантність отриманих рослин до осмотичного стресу in vitro, високої температури при пророщуванні насіння, високотемпературного стресу за умов кліматичної камери. Виявлено збільшену активність СОД за нормальних умов вирощування.

Практичне значення отриманих результатів. Отримані Сахно Л.О. трансгенні рослини можуть бути використані для вирощування сировини з метою виробництва біодизелю завдяки таким характеристикам як стійкість до гербіцидів, здатність протистояти стресам, накопичувати більшу біомасу, розвиватись і давати врожай швидше за нетрансформовані. 
Автором запропоновано ефективну методику генетичної трансформації ріпаку, яка запатентована в Україні. Відмінність її від загальноприйнятих методик полягає у використанні в якості експлантів для трансформації листових дисків рослин, які введені у культуру in vitro з насіння і асептично вирощуються шляхом мікророзмноження з використанням верхівкових або адвентивних бруньок. Це забезпечує отримання необхідної кількості фізіологічно однорідного матеріалу та підтримання його генетичної стабільності у контрольованих стерильних умовах необмежений період часу, а також полегшує роботу та заощаджує кошти, оскільки немає потреби стерилізувати насіння перед проведенням кожного експерименту.
Методика визначення активності СОД може використовуватись для первинного скринінгу рослин на толерантність до умов водного дефіциту.

Позитивним є те, що отримані та узагальнені результати уже використовуються при викладанні спецкурсів на кафедрах ННЦ «Інститут біології» Київського національного університету ім. Тараса Шевченка і Національного технічного університету України «Київський політехнічний інститут». Ці матеріали можуть бути використані у навчальному процесів для студентів біологічних та біотехнологічних спеціальностей інших закладів вищої освіти. 

Рекомендації щодо подальшого використання результатів роботи та доцільність продовження і розвитку відповідних досліджень. 

Розроблену і запатентовану автором разом із співавторами методику отримання трансгенних рослин ріпаку із застосуванням як експлантів для трансформації листків асептичних рослин можна використовувати для створення трансгенних рослин з іншими цільовими генами різного походження. 

Оскільки дисертантом доказано, що трансгенні рослини ріпаку здатні накопичувати більшу біомасу у порівнянні з нетрансформованими контролями, і мають підвищену адаптаційну пластичність, то продовження досліджень у цьому напрямку відкриває перспективу створення трансгенних рослин інших важливих сільськогосподарських культур, стійких до дії абіотичних стресів.

Отримання автором біотехнологічних рослин на основі перспективних сортів вітчизняної селекції зі стійкістю до найбільш поширених гербіцидів – гліфосату та глюфозінату – без сумніву, є вигідним, бо може зробити вирощування ріпаку більш рентабельним, екологічно чистим за рахунок зменшення необхідних обробок посівів гербіцидами і незалежним від імпорту посівного матеріалу. Врахування нових тенденцій у створенні гербіцид-стійких трансгенних рослин, а саме отримання рослин, які поєднують стійкість до декількох гербіцидів одночасно, дає змогу зменшити ризик виникнення спонтанно стійких бур’янів за рахунок чергування обробок гербіцидами з різними діючими агентами. Тому проведення досліджень у цьому напрямі є перспективним.
Повнота використання в роботі наукової літератури у даній галузі. Список використаних літературних джерел включає 509 посилань, із них більшість (460) – в іноземних виданнях, що дозволяє повністю охарактеризувати сучасний стан розробки проблеми в світі. 

Оцінка наукової та літературної якості складу матеріалу і стилю дисертації та автореферату. Дисертація Сахно Людмили Олександрівни написана у традиційній формі, оформлена відповідно до вимог ДАК МОН України і викладена на 327 сторінках комп’ютерного друку. Дисертація складається із переліку умовних скорочень, вступу, огляду літератури, матеріалів і методів досліджень, результатів дослідження та їх обговорення, які включають чотири розділи, узагальнення, висновків, списку використаних джерел. Робота добре ілюстрована – містить 114 рисунків і 22 таблиці, які допомагають кращому сприйняттю отриманих автором результатів. 

У вступі дисертант вказує на актуальність розробки технології генетичної трансформації важливої олійної культури – ріпаку – з використанням гетерологічних генів різного походження. Автор підкреслює важливість підбору біохімічних, молекулярно-біологічних та фізіологічних маркерів для відбору генотипів з поліпшеними адаптивними характеристиками до змінних умов навколишнього середовища та дії несприятливих чинників.

Огляд літератури включає три розділи, у яких Сахно Л.О. розглянуто та проаналізовано останні досягнення біотехнології у створенні трансгенних рослин з підвищеною продуктивністю за рахунок експресії гетерологічних генів. Особливу увагу приділено питанням збільшення біомаси рослин за сприятливих і стресових умов росту, обговорюється важливість змін у антиоксидантній системі рослин, зокрема у активності першого ферменту системи захисту рослин від надмірного вмісту активних форм кисню (АФК) – СОД, для підвищення здатності рослин протидіяти впливу несприятливих умов зростання різного походження.

Огляд літератури написаний ґрунтовно із залученням значної кількості сучасних вітчизняних та іноземних наукових джерел з досліджуваної тематики. Заслуговує на увагу подання проаналізованої автором літератури з того чи іншого питання у вигляді таблиць. Це дозволило у лаконічній формі охопити та проаналізувати великий масив даних. Слід зазначити, що кожен із розділів огляду є своєрідною теоретичною основою для експериментальних розділів, що наводяться автором у дисертаційній роботі. Наприкінці «Огляду літератури» автором зроблено короткий підсумок і обґрунтовано необхідність проведення досліджень, яким присвячена дисертаційна робота. Це, з нашої точки зору, важливо, оскільки дозволяє краще зрозуміти представлений у роботі експериментальний матеріал. 

У розділі 2 «Матеріали і методи досліджень» наведено відомості щодо вихідного рослинного матеріалу ріпаку, методик культивування рослин in vitro та in vivo (вирощування у ґрунті в теплиці та кліматичній камері) за нормальних умов і за дії абіотичних стресів (висока та низька температури; обприскування розчинами гербіцидів; осмотичний стрес; додавання гербіцидів до середовищ культивування); охарактеризовано отримання трансгенних рослин ріпаку з використанням методу Agrobacterium tumefaciens-опосередкованої генетичної трансформації; описано молекулярно-біологічні (полімеразну ланцюгову реакцію (ПЛР) та полімеразну ланцюгову реакцію зворотних транскриптів (ЗТ-ПЛР)) методи, за допомогою яких визначали наявність та експресію цільових генів на рівні транскрипції у геномі рослин.

Сахно Л.О. наведено спосіб визначення активності генів стійкості до гербіцидів і антибіотика шляхом культивування рослин або експлантів на середовищах з додаванням фосфінотрицину (РРТ, ген bar), гліфосату (ген epsps) або канаміцину (ген nptII); визначення антивірусної активності рослинних екстрактів методом мікротитрування. Автором охарактеризовано біохімічні методи, які застосовували для визначення: вмісту сумарного розчинного білка (СРБ); вмісту хлорофілів і каротиноїдів; вмісту аскорбінової кислоти; вмісту жирних кислот у листках і насінні за допомогою газової хромато-мас-спектрометрії; відносного вмісту води; активності СОД; антирадикальної активності проти 2,2-дифеніл-1-пікрилгідразил радикала (DPPH-радикал); антиоксидантної активності; активності ліхенази. Автором подано методику оцінки фізіологічного стану рослин за накопиченням сирої біомаси, за масою і схожістю насіння, за довжиною коренів і гіпокотилів у проростків; наведено методи статистичної обробки даних. 
Слід зазначити, що саме раціональний підбір методичних підходів забезпечив успішну реалізацію основних завдань дисертаційної роботи. 

Наведені у дисертаційній роботі «Результати дослідження та їх обговорення» включають чотири розділи (Розділи 3–6). 

У межах розділу 3 «Генетична трансформація ріпаку» автором наведено розробку протоколу трансформації з використанням в якості експлантів листків асептичних рослин; результати отримання та аналізу трансгенних рослин ріпаку з різними гетерологічними генами, а саме: з безпромоторним геном bar, з геном epsps; з геном desC ціанобактерії, з геном інтерферону альфа-2b людини та з геном cyp11A1.
У розділі 4 «Активність супероксиддисмутази в трансгенних рослинах ріпаку» розглянуто відмінності за активністю СОД серед сортів ріпаку, задіяних у експериментах з трансформації. Встановлено 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. Зроблено висновок, що саме експресія гетерологічного білка (альфа-2b інтерферону людини) може бути причиною зростання активності СОД за нормальних умов росту в отриманих трансгенних рослинах ріпаку.
У розділі 5 «Вплив екзогенного інтерферону на ріст рослин ріпаку» подано результати обробки насіння та пагонів ріпаку екзогенним розчином інтерферону людини. Така обробка насіння приводила до збільшення біомаси 7-добових проростків, культивованих in vitro (до 2,4 разів); у результаті виявлено  позитивну кореляцію між ростом сирої біомаси і активністю СОД. Показано, що інтерферон альфа-2b людини позитивно впливає на ростові і біохімічні характеристики (сира біомаса, вміст СРБ і фотосинтетичних пігментів) рослин ріпаку як за нормальних умов росту, так і при осмотичному стресі в асептичних умовах
Розділ 6 «Трансгенні рослини ріпаку за умов абіотичних стресів» присвячено розгляду та характеристиці: рослини ріпаку з lox-залежною експресією гена bar за умов росту на середовищах з додаванням фосфінотрицину; рослин цієї культури з одночасною експресією генів стійкості до гербіцидів на основі глюфозінату і гліфосату при рості на середовищах з додаванням гербіцидів; рослин з геном desC та з геном інтерферону альфа-2b людини за умов осмотичного стресу; особливостей рослин ріпаку з геном cyp11A1.

Позитивним, на наш погляд, є те, що після подачі результатів дослідження автор проводить їхнє узагальнення. Наведений у роботі підсумок дозволяє виокремити найважливіші теоретичні та практичні результати дисертаційної роботи. Однак, виходячи із вагомих результатів роботи, які мають не лише фундаментальне, а й прикладне значення, хотілось би, щоб автор більше уваги у підсумку приділив перспективам подальших досліджень у цьому напрямі.

Висновки, які зроблені здобувачем, відповідають меті і завданням дисертації та обґрунтовані експериментальним матеріалом. 

Автореферат у цілому відповідає змісту дисертації.

Повнота викладу основного змісту дисертації в опублікованих працях у наукових виданнях, затверджених ДАК МОН України. Основні положення дисертаційної роботи відображені у 48 публікаціях, що включають 31 статтю, з них 25 – у провідних фахових виданнях, 1 патент на корисну модель, 16 тез доповідей у збірниках вітчизняних та закордонних з’їздів та конференцій.
Водночас, до дисертаційної роботи можна висловити низку побажань і зауважень.

1) Формулюючи предмет дослідження, автор подає у ньому аналіз особливостей фізіолого-біохімічних параметрів і не згадує молекулярно-генетичних, хоча вони у великому обсязі представлені у рецензованій роботі.

2) Останнім завданням рецензованого дослідження, яке наведене автором на стор. 13 дисертації, є: «визначити загальні характеристики трансгенних рослин ….». Що розуміє автор під загальними характеристиками? Очевидно, це потрібно було б конкретизувати.

3) Для кращого сприйняття структури роботи і великого масиву отриманих автором результатів, що стосуються одержання трансгенних рослин з гетерологічними генами різного походження (бактеріальними – bar, nptII, epsps, desC, licBM3 і генами ссавців – cyp11A1 великої рогатої худоби і HuInf-α2b людини), а також аналізу змін фізіологічних і біохімічних параметрів створених рослин у порівнянні з контрольними, у роботі потрібно було б подати схему досліджень і обґрунтувати доцільність проведення кожного етапу роботи. 

4) Для уникнення повторів деякі пункти (підпункти) у змісті роботи можна було б об’єднати і охарактеризувати у межах одного пункту. Зокрема, у підрозділі 2.2. пункти 2.2.1-2.2.3. можна було б не виділяти окремо, а розглянути у межах цього підрозділу, виділивши, наприклад, напівжирним шрифтом; зважаючи на невеликий обсяг інформації (підрозділ 2.4.), не було необхідності виділяти її в окремий підрозділ. Можна було б також оптимізувати і лаконічніше подати наукову новизну дослідження.

5) Характеризуючи спосіб отримання насіння ріпаку (підрозділ 2.4.) доцільно було б чітко зазначити, що ріпак – перехреснозапильна культура, тому для її самозапилення необхідно використовувати паперові ізолятори. У підрозділі 2.18, наводячи склад реакційної суміші для приготування екстрактів жирних кислот, дисертанту вартувало б навести концентрації компонентів суміші. У табл. 3.8 потрібно точніше вказувати складники живильних середовищ – 6-бензиламінопурин, 1-нафтилоцтова кислота. На стор. 85 у пункті «Регенерація рослин ріпаку» дублюється матеріал про спосіб визначення частоти регенерації та частоти трансформації, поданий у розділі «Матеріали і методи» (стор. 65).

6)  Складно сприймаються і потребують уточнення підписи на рис. 3.18, А, Б, В. Окремі рисунки (наприклад, рис. 3.23, 3.24; рис. 8 – у авторефераті) можна було б збільшити (змінити їх формат), оскільки розміри представлених на них структур (пагонів, листків, регенерантів) є малими, і тому важко вловити відмінності між контрольними та дослідними варіантами.

7) У табл. 3.2. поданий матеріал, що стосується ефективності регенерації та трансформації листкових експлантів ріпаку. Для кращого сприйняття інформації у таблицю, на наш погляд, доцільно було б додати графу «кількість експлантів з регенерантами». Крім того, є помилка у розрахунках частоти трансформації сорту BHIC100 (Bn7) векторною конструкцією pICH 3737. 
8) У підрозділі 6.2, характеризуючи рослини ріпаку з одночасною експресією генів стійкості до гербіцидів на основі глюфозінату і гліфосату, автором подано активність СОД та антирадикальну активність тканин листків ріпаку у вигляді таблиці (табл. 6.2). У такій же формі слід було представляти цю інформацію в авторефераті. Натомість, у авторефераті вона подана на рис. 9, А, Б. 

9) У дисертації є невдалі вирази (фізіологічний стан рослини оцінювали за будовою квітки; натуральні ґрунти – табл. 1.4), складні для сприйняття, громіздкі речення, деякі русизми, граматичні та стилістичні помилки, не вся використана абревіатура розшифрована (стор. 20), невірно вживаються терміни: замість корені – коріння, замість листки – листя, замість кокультивування – сокультивування і т.д.

Однак, зазначені зауваження і побажання не впливають на загальну позитивну оцінку роботи. 

Висновок про відповідність дисертації встановленим вимогам, які пред’являються до наукового ступеня доктора біологічних наук. 

Даючи оцінку дисертаційної роботи Сахно Л.О. у цілому, слід зазначити, що вона є завершеним науковим дослідженням, яке містить вирішення завдання – розробку ефективної технології отримання за допомогою біотехнологічних методів рослин ріпаку з гетерологічними генами різного походження та аналізу їх фізіологічних, молекулярно-біологічних і біохімічних характеристик. Для 
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