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ВІДЗИВ 
офіційного опонента на дисертаційну роботу Водки Марини Валеріївни
«Ультраструктура хлоропластів листків шпинату та гороху за різних рівнів зв’язаного бікарбонату», представлену на здобуття наукового ступеня кандидата біологічних наук за спеціальністю 03.00.11 - цитологія, клітинна біологія, гістологія

Актуальність теми дисертації. Зростання вмісту в атмосфері діоксиду вуглецю, яке є однієї з причин кліматичних змін на Землі за останні десятиліття, здебільшого стимулює фотосинтез, особливо, у С3 рослин, що пов'язано з усуненням недостатності СО2 в центрах карбоксилювання. З іншого боку, надлишкові концентрації вуглекислоти можуть інгібувати фотосинтез, внаслідок підкислення строми хлоропластів й цитоплазми (в результаті блокування протонних каналів), що в свою чергу знижує швидкість надходження СО2 в клітину. Загалом реакція рослин на підвищення концентрації СО2 в повітрі є видоспецифічною, а також залежить від азотного живлення та багатьох атмосферних чинників (Кошкин, 2017). Обов'язковим компонентом СО2-концентруючих механізмів та підтримки бікарбонат-вуглекислотної рівноваги є карбоангідрази (КА). Більша частина відомостей про локалізацію і адаптивні властивості КА отримано при вивченні водоростей та протопластів мезофілу С3 рослин (Игнатова, 1995; Иванов и др., 2007; Ignatova et al. 2011). Функції та роль карбоангидраз у тилакоїдах хлоропластів та їх участь у фотосинтетичних реакціях в цих структурах залишається не вивченою (Руденко и др., 2015).
Для того, щоб підвищити фотосинтетичну ефективність потрібно встановити, яким чином змінюється енергетичний баланс хлоропластів за різних фізіологічних або стресових навантажень на метаболізм. Зміни енергетичного балансу клітини за умов існування, що постійно змінюються, поки досліджено недостатньо. Визначення наслідків впливу на рослини високих концентрацій атмосферного СО2, зокрема на структурно-функціональну організацію мембран хлоропластів, і пошук шляхів підвищення ефективності використання світлової енергії за несприятливих умов існування рослин, є актуальними напрямками сучасних досліджень. Враховуючи вищевказане, тему дисертації Водки Марини Валеріївни слід визнати безумовно актуальною. 
Зв’язок теми дисертації з державними чи галузевими науковими програмами. Дисертаційна робота виконувалася в рамках науково-дослідних тем відділу мембранології ті фітохімії Інституту ботаніки ім. М.Г. Холодного НАН України: 2012-2016 рр. Тема № ІІІ-22-7.406 «Особливості енергетичного обміну в рослинних клітинах за різних рівнів вуглецевого забезпечення», Тема №ІІІ-61-12.412 «Клітинні та молекулярні механізми адаптації рослин до несприятливих змін екологічних чинників в природі та експерименті»

Новизна дослідження та одержаних результатів. 
Найбільш вагомими результатами дисертаційній роботі Водки М.В., на мою думку, є наступні: 

Уперше виявлено вплив інгібіторів карбоангідрази – АА і ЕА – на структуру фотосинтетичного апарату, а саме на мембранну систему хлоропластів, що вказує на участь ферменту в утриманні СО2 тилакоїдними мембранами. Вперше встановлено, що іони важких металів порушують ультраструктурну будову хлоропластів листків гороху та шпинату, впливаючи на вміст бікарбонату в тилакоїдних мембранах. Показано, що за дії кислотних дощів змінюється ультраструктура мембранної системи хлоропластів, а під впливом підвищеної концентрації СО2 в ізольованих хлоропластах відбувається розпушення загальної структури гран і набрякання тилакоїдів. Припускається, що при закисленні протопласту відбувається дестабілізація мембранозв’язаного бікарбонату, його дегідратація з утворенням СО2, який, в свою чергу, може порушувати структуру тилакоїдних мембран. Отриманi данi вказують на структурну роль карбоангідразозалежної рівноваги СО2/HCO3− в динамічних змінах мембранної системи хлоропласту. Припускається, що зміна кінетичних характеристик фотохімічних процесів у хлоропластах в присутності підвищеної [CO2], може бути наслідком саме перебудов мембранної системи хлоропластів.

Теоретичне значення результатів досліджень. Проблема, яку досліджує дисертант, є актуальною, а одержані дані вносять вагомий вклад у розуміння механізмів фотосинтезу, саме, функціонування ФС II, у розкриття функції та ролі карбоангідраз у структурі тилакоїдів хлоропластів та їх участі у фотосинтетичних реакціях. Отримані результати свідчать про те, що стресові умови знижують активність карбоангідраз, а також зменшують здатність хлоропластів утримувати бікарбонат в зв’язаному вигляді, що викликає ультраструктурні та функціональні перебудови тилакоїдних мембран. Аналіз впливу інгібіторів карбоангідрази на ультраструктуру тилакоїдів гран, розширює існуючі уявлення про значення форм вуглекислоти у фотосинтезі та може сприяти вирішенню завдання керованої регуляції фотосинтезу рослин із подальшим підвищенням їхньої фотосинтетичної продуктивності.
Робота представляє напрямок, який послідовно розробляється у відділі мебранології та фітохімії Інституту ботаніки ім. М.Г. Холодного НАН України під керівництвом зав. відділом д.б.н., професором О.К. Золотарьової.
Практичне значення результатів досліджень. Отримані результати допоможуть з’ясувати структурну складову механізмів токсичної дії підвищеної концентрації СО2, важких металів, кислотних дощів та можуть бути використані для розробки питань адаптивної стратегії, підвищення стійкості рослин до дії абіотичних факторів, в тому числі, кліматичних змін. Отримані результати можуть знайти застосування в дослідженнях транспорту вуглекислоти в клітинах вищих рослин.
Результати дисертаційної роботи можуть бути використані у навчальному процесі при викладанні цитології, фізіології рослин та екології фотосинтезу у вищих навчальних закладах.
Ступінь обґрунтованості та достовірності положень, висновків і рекомендацій, сформульованих у дисертації. Експериментальні дані, одержані дисертантом, викладено у 5 розділах власних досліджень (3-7 розділи). Отримані дані підтверджено 53 рисунками та 9 таблицями. Робота проілюстрована якісними мікрофотографіями. В ході виконання роботи дисертантом засвоєно та використано велика кількість методів та методик цитології та дослідження фотосинтезу. Достовірність результатів забезпечено статистичною обробкою даних та повторністю дослідів. Список використаних джерел включає 176 найменувань. Висновки відповідають отриманим експериментальним даним. Автореферат відображує зміст дисертації. 

Повнота викладу матеріалів дисертації в опублікованих працях та 
авторефераті. Матеріали дисертації повністю представлені в опублікованих працях автора. За результатами дисертації опубліковано 31 роботу, серед яких 5 статей у спеціалізованих фахових наукових виданнях, і 26 тез доповідей на наукових конференціях і з’їздах. Матеріали дисертаційної роботи пройшли апробацію на конференціях різного рівня, в тому числі і міжнародних. 

Особистий внесок здобувача. Дисертація є самостійною роботою здобувача.  Спільно з науковим керівником було сформульовано проблему, обрано тему, визначено об’єкт та напрямок експериментального вирішення проблеми. Частина досліджень щодо функціонального стану фотосинтетичного апарату була отримана спільно із співробітниками відділу мембранології та фітохімії Інституту ботаніки ім. М.Г.Холодного НАН України.

Недоліки дисертації та автореферату щодо їх змісту та оформлення. 

При високій позитивній оцінці роботи, її новизні та значенні, у мене є ряд запитань та зауважень:
1. На мій погляд в дисертації доцільно було б використати більш повний список сучасної літератури; так, серед посилань багато старих джерел за 70-90 рр. Огляд літератури не закінчується узагальненням та формулюванням проблеми, яка потребує вивчення. 

2. Хоча отримані автором дані відрізняються пріоритетністю, не всі експериментальні розділи мають обговорення (наприклад, розділи 4 та 5). 
3. Хотілося би почути думку автора про те, чим пояснюється значний цитотоксичний вплив іонів цинку як інгібітора КА на структуру тилакоїдів хлоропластів? 
4. З тексту дисертації та висновків не зовсім ясно, чим пояснюється видоспецифічність у реакції тилакоїдів хлоропластів гороху та шпінату до змін рівня бікарбонату та впливу кислотних дощів. Більш доречним, на мою думку, є не наявність структурних відмінностей хлоропластів у цих видів (з 1 висновку), а різниця у буферній ємності хлоропластів цих видів, як це було показано на протопластах конюшини та гороху (Игнатова, 1995).
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5. Ha wiit morssia, npu nocranosui JIOCIIAIB OO BIUUBY pi3HOro CKIIagy
NOBITPsi Ta KoHuentpanii CO, Ha CTPYKTYPY i30J1bOBAHUX XJIOPOILIACTIB,
HC BpaxoBaHO, IO CaM e(eKT NpONYBAHHS MOBITPS MOXE BHKIMKATH
YIABTPAcTPyKTypHi 3Minu B Xu1. [HaKIIe, YuM MosCHIOCThCS 3HAYHA Pi3HHUIL
Mix KoHTposem (320 mk/in CO;) ta BapianTom 3 KOHUEeHTpallieo 350
MK3/71 CO,, sika € HOPMOIO U8t CKJIaJly MOBITpS.

Alle BKa3aHi 3ayBaxXeHHs He MaiOTh TIPHHIIUIIOBOTO 3HAYEHHS Ta HE 3HIKYIOTH

HayKOBOT LlIHHOCTI poGOTH.
Bucnosok _npo ianosiamicrs Aucepranii _BCTAHOBJICHHM BHMOTam, siki
HPe’SIBJISIIOTHLCS 10 HAYKOBOT'O CTYHEHs! KaHanaaTa 6ioJoriynnx navk.
Jlucepraniiina  poGora Bojkn Mapunn  Basepiiuu «YIbTpacTpykTypa
XJIOPONIACTiB JIMCTKIB IINMHATY Ta FOpPOXY 3a pI3HMX PpIBHIB 3B’S3aHHOrO
Oikapbonary» € 3aBepieHum OPHIiHANBHEM J0CIIDKEHHSAM, SIKe BHKOHAHO 3
BHKOPHCTAaHHSM CYYaCHHX METOMIB JoCiikens. PoGora mae TEOPeTHYHe Ta
MPAaKTHYHE 3HAYCHHA. 3a 0OCArOM eKcHepHMEeHTaIbHOrO Marepiaiy, HayKoBo-
TEOPETHYHOIO LIHHICTIO OCHOBHHX TONOKEHb i BHCHOBKIB Auceprauis Mapunu
BaviepiiBuu  Binnosizae Bumoram JIAK MOH Vkpainn, mo crasusrbes 710
KaH/MIATCLKUX JcepTaniii, a i aBrop 3aciyrosye na HPUCYJUKCHHS HAYKOBOI'O
CTYNeHs Kauamiata 0ionorivnnx Hayk 3a cuemiansmictio 03.00.11 - LUTOIOT s,
KIiTHHHa Giosoris, ricrooris
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