PAGE  
5

ВІДЗИВ 
офіційного опонента на дисертаційну роботу Булавіна І.В. «Особливості морфогенезу коренів Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. в культурі in vitro в умовах кліностатування», представлену на здобуття наукового ступеня кандидата біологічних наук за спеціальністю 03.00.11 - цитологія, клітинна біологія, гістологія
Актуальність теми дисертації. Численними дослідженнями останніх десятиліть, серед яких вагомий внесок складають роботи українських вчених, встановлено основні закономірності впливу мікрогравітації на морфогенез, просторову орієнтацію та полярність органогенезу, фізіологію базових функцій, біохімію клітинного метаболізму, експресію генів, репродукцію та диференціювання клітин рослин (Kordyum, 1994, 1997, 2014; Hoson, 2014; Mazars et al., 2014; Kiss, Kittang et al., 2015; та ін.). Показано, що за умов кліностатування або мікрогравітації гравірецепторний апарат коренів рослин формується, але не функціонує. Проте, до умов мікрогравітації відбувається пристосування рослин за рахунок формування регуляторних зв’язків, модифікації експресії генів, що кодують, наприклад, білки, відповідальні за синтез клітинної стінки, цитоскелет, метаболізм фітогормонів, ліпідний обмін, оксидативний стрес, клітинний поділ, аутофагію, тощо. Недостатньо дослідженими залишаються питання гравічутливості неспеціалізованих клітин, тканин та органів, трансдукції гравітаційного стимулу, що запускає різні адаптивні процеси в клітині, які пов’язані зі змінами метаболізму, атрагуванням, збільшенням рівня цитозольного Ca2+, змінами pH-сигналінгу, ліпідного складу, ауксин-сигналінгу, експресії генів, тканиноспецифічністю та ін. Основними об’єктами досліджень залишаються рослини in vivo, тоді, як досить проста та зручна модель морфогенезу in vitro, з питаннями впливу мікрогравітації на диференціювання/дедиференціювання клітин, регенерацію, гістогенез, функціонування гравірецепторного апарату клітин різних тканин та зон коренів, сформованих in vitro, гравізалежності процесів органогенезу, сигналінгу, залишається недостатньо задіяною та, відповідно, слабо дослідженою. Враховуючи вищевказане, тему дисертації Булавіна Іллі Володимировича слід визнати безумовно актуальною. 
Зв’язок теми дисертації з державними чи галузевими науковими програмами. Дисертаційна робота Булавіна І.В. виконувалась в рамках основних фундаментальних науково-дослідних робіт відділу клітинної біології та анатомії Інституту ботаніки ім. М.Г. Холодного НАН України: 00112U004176 “Дослідження біологічної дії мікрогравітації на мембранному та клітинному рівнях” – 2012–2013 рр.; 00113U002583 “Дослідження впливу мікрогравітації на фізико-хімічні властивості цитоплазматичної мембрани рослинних клітин” – 2014 р.; 0115U002737 “Фізико-хімічні властивості біомембран рослинних клітин в умовах мікрогравітації: цитоплазматична та енергетичні мембрани” – 2015–2016 рр.

Новизна дослідження та одержаних результатів. 
У дисертаційній роботі Булавіна І. В. представлено результати досліджень ризогенезу в калусній культурі та на листкових експлантах A. thaliana дикого типу, scr мутанта та трансгенних ліній GFP-FABD2, GFP-MAP4 і DR5rev::GFP в стаціонарному контролі та під впливом горизонтального повільного кліностатування. Найбільш вагомими результатами вважаю  наступні: 

· Встановлено, що диференціювання гравісенсорних клітин кореневого чохлика та зони ростягу коренів A. thaliana дикого типу та scr мутанта в стаціонарному контролі in vitro та in vivo відбуваються однаково. Проте, в коренях, утворених з калусу, відмічено такі анатомічні зміни як зменшення довжини ростових зон і кількості клітин в їх рядах та фасціації.
· Показано, що, хоча кліностатування істотно не впливало на формування кореневого чохлика та ростових зон кореня, в ультраструктурі клітин всіх тканин коренів A. thaliana дикого типу та scr мутанта, утворених з листкових експлантів, відбувались певні зміни. Виявлено зміни локалізації амілопластів в статоцитах, ультраструктурні перебудови мітохондрій в клітинах меристеми та дистальній зоні розтягу (ДЗР), структурні зміни клітинних стінок, прогресуюча вакуолізація, збільшення розмірів ЕР-тілець, перебудови організації тубулінового цитоскелету в зоні розтягу. Найбільші структурні зміни зафіксовано в зонах, де відбувався швидкий ріст клітин, тобто клітинах з активним метаболізмом (або активним апаратом асиміляції).
· Вважається, що однакова локалізація ауксин-залежного репортерного білка в трансгенних рослинах A. thaliana DR5rev::GFP при гравістимуляціїї та кліностатуванні свідчить про гравічутливість коренів, утворених in vitro. Одночасно, за умов кліностатування змінюється (гальмується) полярний латеральний транспорт ауксину, що унеможливлює геотропічний вигин кореня.
· Отримані дані доводять можливість реалізації генетичної програми диференціації клітин та морфогенезу за умов модельованої мікрогравітації. Доведено, що корені, сформовані в культурі in vitro в умовах модельованої мікрогравітації, є фізіологічно активними
Новизна отриманих даних підтверджується публікаціями дисертанта у фахових журналах.  

Теоретичне значення результатів досліджень. Проблема, яку досліджує дисертант, є актуальною, а одержані дані вносять вагомий вклад у розуміння механізмів гравірецепції гравічутливих тканин та органів рослин. Доведено, що корені, сформовані в культурі in vitro в умовах модельованої мікрогравітації, принципово не відрізняються від таких, що утворилися in vivo, та є фізіологічно активними. Одержані дані доводять можливість реалізації генетично детермінованої програми морфогенезу та диференціювання клітин за умов модельованої мікрогравітації. Отримані дані поглиблюють розуміння процесів пристосування та реалізації програми морфогенезу на клітинно-тканинному та органному рівнях в умовах відсутності інтегральних регуляторних зв’язків цілого організма. Робота представляє напрямок, який послідовно розробляється у відділі клітинної біології та анатомії Інститут ботаніки ім. М.Г. Холодного НАН України під керівництвом члена-кореспондента НАН України, д.б.н. Кордюм Єлизавети Львівни. 

Практичне значення результатів досліджень. Модель ризогенезу in vitro на листкових експлантах пропонується для використання в наземних і космічних експериментах, спрямованих на з’ясування значення скалярної величини гравітації у диференціюванні клітин і морфогенезі. Результати можуть використовуватись для подальших дослідницьких робіт та в учбовому процесі при підготовці магістрів з клітинної біології.
Ступінь обґрунтованості та достовірності положень, висновків і рекомендацій, сформульованих у дисертації. Обґрунтоване планування досліджень, вибір напрямку експериментального вирішення проблеми та досконале володіння різними цитологічними методами дозволило дисертанту виконати всі поставлені завдання і одержати великий обсяг оригінального експериментального матеріалу, який послідовно викладений та обговорений у 5 розділах власних досліджень (3-7 розділи). Отримані дані підтверджено 9 таблицями та 22 рисунками. Робота проілюстрована якісними мікрофотографіями. Текст дисертації викладено чітко та в логічній послідовності. Достовірність результатів забезпечено значним обсягом експериментального матеріалу та його статистичною обробкою. 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. Отримані результати опубліковані в 16 наукових працях, з яких 5 статей у провідних фахових виданнях, та 11 тезах доповідей. 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. Недоліки дисертації та автореферату щодо їх змісту та оформлення. 

При високій позитивній оцінці роботи, у мене є ряд, в основному, технічних зауважень:
1. В тексті дисертації наведений неповний перелік умовних позначень, в якому відсутні, наприклад, повні та скороченні назви генів, транскрипційних факторів, мутантів та трансгенних ліній Arabidopsis thaliana. 
2. Хоча огляд літератури справляє гарне враження, він не закінчується узагальненням та формулюванням проблеми, яка потребує вивчення. 

В тексті дисертації зустрічаються невдалі вирази та помилки. На мій погляд, не зовсім коректно застосовується термін «подібність, подібно 
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10...». Hanpuxia HeBJlaIni BUPa3 HaNpUKiHI apoTallil: «pe3ysibrari
npoBeJIeHHIX JOCIIUKSHb HITKO JIEMOHCTPYIOTE Hoai6HicTs AHATOMIYHOI
CTpYKTYypH T2 JcepeHIIioBaHHA KNTHH,  Cleliasli30BaHux i He
crieliani30BauX 0 CHPHIHATTA rpaBiTaiiiiHoro CTUMYIY, xopeHis A.
thaliana 1MKOTO THITY Ta SCI* MyTaHTa, yTBOPEHUX in vitro, 10 3apoJIKOBAX
KOpeHiB».

4. B rekcri jmcepraiii BeneThc [OpiBHsIHHS ~ CTPYKTYPH KOpEHiB,
copmoBaHuX in Vitro, Ta 3apOJIKOBAX xopeHis A. thaliana. Ha wmiit morisii,
kopekTHime 6y10 6 Kasard 1pO TONOBHMIL KOpiHb npopocTkiB (110
hopMy€eThest i3 3apoJIKOBOTO Kopesi), a00 MpoOCTo PO KopeHi, copmosari
in vivo.

5. Xortinocs 6 oTpuMaTH Bi/NOBI/b HA IMTAHHS, 33 PAaXYHOK AKX MEXaHI3MiB
MoKe  BiaOyBatmcs — «mporpecyiota pakyosiizaiis ~ KITHH - TIPH
KriHOCTAaTYBaHHI», 710 AKOTO nomrykad JeKilbKa pasiB MOBEpTACTHCs NPH
o6rosopenni. Tak, «BijmiueHo mporpecyody BaKyoJli3alliio, 33 paxyHox
3010BIICHHS kinpkocti opramei» (CTOP. 109, 2 ab3.); Ha HACTYIHIN
cropinui: «MoxHBO, 1O nporpecyioda BaKyonizalis € HACJIJIKOM
361bITeHHS/3MEHIIEHHS CHHTETHYHOT AKTHBHOCTI KIIITHH, 200 MOCHUIICHHS
rigponasHoi QyHKIID.

6. B Tekcti mucepTallii npH onmici ynLTpaCprKTypno‘i XapaKTepUCTHKH KJIiTHH,
a Takox y pedeparti, apoTalii Ta y3arajibHeHHI € 6araro 1OBTOPIB.

Ajie BKa3aHi 3ayBaKCHHA HE MAIOTH [IPUHLMIIOBOTO 3HAYCHIA T4 SHUKYIOTH

HayKOBOT HieHOCTI pOGOTH.
BHCHOBOK _1PO BiINOBIHICTD aucepTanii  BCTAHOBJICHUM BHMOraM, $iKi
pe’SIBISIIOTHES1 10 HAYKOBOTO cTyneHst Kaninaara 6i0JI0TIYHHUX HAYK.
Jlucepraniina pobora bynasina Lt BosojmMapoBrIa «Oco611BOCTL
mopdorenesy KOpeHiB Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. B KyJIbTYpi in vitro B
yMoBax KIiHOCTATYBAHH®D € 3aBepIICHAM OPUITHATLHHUM JIOCITiJKEHHSAM, AKE
BUKOHAHO 3 BUKOPHCTAHHSM CYyHacHHX METO/IiB  IMTOIOTIMHIX JIOCIIJLKEHb.
PoGota Mae sK TeOpeTHdHe, TaKk i mpakTHUHE 3HAYCHHA. 3a obcsroMm
eKCriepHMeHTalbHOTO marepiainy, HAyKOBO-TEOPETHHHOIO [iHHICTIO OCHOBHHMX
pesybTatiB i BHCHOBKIB JlMcepTallis Lt Bosommuposrta BijIOBi/1a€ BUMOTaM
JIAK MOH Vkpainy, 10 CTAaBIATHCS 10 KAHIHIAATChKIX jwcepraliii, a ii aBTop
3acIIyTOBY€ Ha MPHCYJUKCHHA HAyKOBOIO CTYIICHS Kaiiata 6ioJOTiYHHX HAYK 32
cnemianpaictio 03.00.11 - LMTOJIOTs, KIITHHHA Giostorist, ricrooris
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