ВІДГУК ОФІЦІЙНОГО ОППОНЕНТА
про дисертацію Стратули Ольги Ромуальдівни «МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧНІ ОСОБЛИВОСТІ  ГЕНІВ   β-АМІЛАЗИ ЗЛАКІВ» 

 на здобуття наукового ступеню кандидата біологічних наук за спеціальністю 03.00.22 — молекулярна генетика

Актуальність теми дисертації. Вивчення структури генів еукаріотів і  вищих рослин зокрема, є важливим як з точки зору фундаментальних досліджень, так і з метою виконання практично-значущих досліджень.
 Для фундаментальної науки такий аналіз структури окремих генів має значення для встановлення загальних шляхів перебігу еволюційних змін, які дістають свій прояв у зміненій структурі генів, що відіграють певну роль у функціонуванні організму. Якщо нам вдається виявити вдалу модель для аналізу, якою у даному дослідженні є ген бета-амілази, то і результати такої роботи будуть більш переконливими, через можливість виявлення змін у нуклеотидних послідовностях аналізованих генів у різних видів чи генотипів одного виду. Перенесення інформації про структуру досліджуваної генетичної системи одного виду на гомологічну генетичну систему виду, дослідження якого лише розпочинається, є важливою основою робіт з синтезії. Для видів підтриб   Пшеницевих і Ячмінних наразі є декілька генетичних систем, які стали модельними для з'ясування структури геномів у видів підтриб з різною плоїдністю та способом репродукції, та для виявлення молекулярних механізмів перебудов, що відбуваються у геномах за умов впливу екзогенних (біотичних та абіотичних) чинників, та   чинників ендогенних, внутрішньо-геномних, що діють опосередковано, через характерні елементи будови самих геномів. Такими  системами є  запасні білки  злакових та низка генів, що мають значення для онтогенезу рослини. Протягом останніх 10-12 років структура гену бета-амілази також використовується з цією метою, перш за все через те, що можна легко виявити різноманітність фенотипів цього гену у наявному рослинному матеріалі. 

Аналітичні роботи з вивчення структури геномів рослин  мають значення і для покращення культивованих злакових. Наявна різноманітність у прояві функції генів злаків, яку давно виявляли селекціонери, за якою виділяли цікаві для них зразки, що мали потрібні їм на даний момент властивості, дістають зараз свою основу у вигляді сиквенсу нуклеотидів.  Від неї вже можна дійти до генних продуктів і з’ясувати спосіб, у який слід маніпулювати (комбінувати) структурою гену інтересу, аби це задовольняло тривіальні вимоги селекційного процесу.  

Робота Ольги  Ромуальдівни має за модель для молекулярного аналізу ген  β- амілази (α-1,4-глюканмальтогідролаза) – амілолітичного ферменту, що має ключове значення для метаболізму крохмалю у зерні злаків.  
Дослідження було виконано з метою дослідити екзон-інтронну організації генів Bmy1 та Bmy2 і пошуку родо- та видоспеціфічних особливостей для  молекулярної ідентифікації видів злаків, встановленні алельного складу генів Bmy1 та Bmy2 у сортів ячменю та дослідженні їх географічного поширення.
Дослідження виконувалось в рамках Науково-технічної програми УААН «Сільськогосподарська біотехнологія 2001-2005 рр.», Завдання 3.1.2.6. Дослідження молекулярно-генетичних особливостей сортів ячменю Півдня України, каталогізація джерел зародкової плазми ячменю (0104U002692), Науково-технічної програми НААН «Сільськогосподарська біотехнологія 2006-2010 рр.», завдання 01.26. ДНК-типування сортів ячменю української селекції (0106U002669) та Програми наукових досліджень НААН «Сільськогосподарська біотехнологія 2006-2010 рр.», виконувалася робота протягом 2004-2012 років. 

Текст дисертації викладено на 109 сторінках основного тексту, включає 11 таблиць та 22 рисунка, 27 сторінок додатків, переважно з великими таблицями та  послідовностями створених і використаних у роботі праймерів. Список цитованих робіт налічує 187 джерел. Більшість джерел англомовні, біля 25 відсотків з них  оприлюднено у останні 5 років. 

Новизна дослідження та одержаних результатів. Вперше  визначено  часткові нуклеотидні послідовності  генів β-амілаз  представників  21  виду  родини  Poаceae  і виконано  їхній  аналіз.  Доведено  можливість  застосування послідовностей  β-амілази  як молекулярного маркера різних груп та видів злакових. Виконано молекулярно-генетичне дослідження генів амілаз у видів Poаceae. Вперше ідентифіковано алелі гену Bmy1  у  сортів  ярого  та  озимого  ячменю  української  та  закордонної  селекції, дикорослих  видів роду Hordeum.  Досліджено  географічний  розподіл  алелів Bmy1 у проаналізованих сортів ячменю, районованих у Євразії. 

Практичне значення результатів дослідження. Одержані автором послідовності генів бета амілаз та амінокислотних послідовностей з них депоновано для GenBank NCBI  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/).  Створено праймери для ПЛР, придатні для аналізу генів амілаз   генів Amy1 та Amy2, їх можна буде використати для аналізу філогенії у родині злакових. Інформація щодо алельного різноманіття генів Bmy у зареєстрованих сортів ячменю  надає  можливість  здійснювати  раціональний добір генотипів  ячменю для  застосування  в селекційних  програмах  створення  сортів  ячменю  певних напрямків використання. 
Теоретичне значення результатів дослідження. У роботі встановлено часткові нуклеотидні послідовності генів β-амілази і відповідні їм амінокислотні послідовності у деяких видів родини Рoаceae та вивчено екзон-інтронні структури генів Amy. Для встановлення послідовності гену було сконструйовано специфічні праймери для екзон-праймованої ампліфікації інтронів (EPIC-PCR) генів амілаз представників родини Poаceae. Створені EPIC-праймери використовували і для таксономічної характеристики рослин, досліджень внутрішньо- і міжвидового поліморфізму генів β-амілази видів злакових та давали можливість проведення з геногеографії гену Bmy1 ячменю. Добір праймерів проводили на основі ділянок гена, консервативних в межах обраної групи рослин, обрані для анеллінгу праймерів ділянки екзонів виявляють  високий ступінь консервативності і для інших таксонів рослин. Отримані послідовності β- амілаз можуть бути використані при розробці специфічних праймерів для визначення молекулярно-генетичного поліморфізму за генами Amy у злакових рослин.  Результати роботи можна вважати певним внеском у накопичення інформації про структуру генів вищих рослин.

Структура роботи Дисертація починається вступом, продовжується оглядом літератури, який становить 30 сторінок і містить сім підрозділів. Тут розглянуто різні молекулярні маркери, що використовуються у дослідженнях геномів рослин,  аналіз поліморфізму у інтронних ділянках генів рослинних геномів; Біологічні оcобливості злакових, є розділ з описом особливостей  бета-амілази як фермента та описано його гени у злакових рослин, розділ про активність цього ферменту та значення його термостабільністі, молекулярно-генетичне маркерування гену бета-амілази, Підрозділ з характеристикою ячменю Hordeum spontaneum для покращення культивованого ячменю.  Читання цього розділу змушує опонента зробити висновок про нерівномірність висвітлення сучасного стану проблеми у різних пунктах цього розділу. Складається таке враження, що цей розділ писали для характеристики, як об’єкту дослідження   культивованого ячменю, а потім до нього додали частину і про інші злаки, як дикі, так і культивовані. Тут аналізовані джерела дібрано не ретельно, нема посилань на ключові роботи з аналізу цього гену у підтрибі Triticinae. Не проаналізовано роботи як класичні Nishikawa, Nevo, Ainsworth, нема і згадувань роботи Рибалки, інших доступних робіт, де було встановлено хромосомну локалізацію генів амілаз у пшениці та інших представників її підтриби. Нема і дуже цікавої роботи Mason-Gamer R.J. (2005), де безпосередньо аналізується будова гену бета-амілази. Чомусь у питанні хромосомної локалізації  автор посилається на роботу Копуся та ін. (2009). Може це через вимогу ДАК наводити сучасні джерела? До речі, наявність двох локусів Amy1 та Amy2 у пшениці на тій підставі, що ці гени локалізовані на хромосомах 4A. 5A та 4D гомеологічних груп пшениці не є переконливим: у каталозі генних символів пшениці (т.з. каталог Mcintosh) http://www.shigen.nig.ac.jp/wheat/komugi/genes/symbolClassListAction.do?geneClassificationId локус один, те ж саме стосується і локалізації іншого гену бета амілази на хромосомі 2 гомеологічної групи  у трьох субгеномах пшениці Вагнером, це не було підтверджено протягом 15 років, що пройшли після оприлюднення роботи. 
У цьому розділі, і у дисертації в цілому автор дуже вільно обходиться з генетичною номенклатурою щодо гену бета-амілаз у злакових.  Немає такого гену у пшениці, як  Bmy! Є ген b-Amy – так його давно назвали, і так він позначається у згаданому вище каталозі. Самочинна зміна написання генів робить роботу автора незрозумілою для тих, хто працює не з ячменем, а з пшеницею, чи з житом. І тоді така корисна робота авторки з викладання одержаних у дослідженні сиквенсів для вільного доступу у мережу стає малодоступною, через незрозуміле позначення цього гену.  Використовуване у літогляді і загалом у роботі словосполучення «алельний варіант» чи «алельний стан» не зустрічаються у англомовній літературі, по суті є тавтологією, адже алель це і є стан гену.
У вступі (стор.7) автор пише: «…важливими представляються молекулярно-генетичні дослідження ферменту β-амілази для таких представників родини злакових, як види триби Triticeae, а також дикорослих видів, що використовуються для поліпшення якості найважливіших культурних рослин. Складність селекційних досліджень в цьому напрямку багато в чому пов'язана з тим, що дана ознака не виявляється фенотипово, і методи молекулярного маркування можуть надати неоціненну допомогу практичній селекції, значно скоротивши терміни та обсяг аналізованого матеріалу при створенні нових сортів». Що Ольга Ромуальдівна має на увазі, коли пише, що фермент не має фенотипу? Що ж тоді вона аналізує у роботі? Чи фенотип розуміють  як якусь морфологічну ознаку? Фенотип- це будь яка ознака, яку взагалі є можливість використовувати у аналізі генетичного матеріалу і активність білка, або  послідовність нуклеотидів теж є фенотипом!


    У списку літературних джерел монографію О.О. Созінова чомусь названо курсом лекцій. Навіщо у роботі з молекулярної генетики так багато російськомовних книжок з агрономії та технології? А інформація про структуру геному м’якої пшениці здобута зі статті російською мовою за 2011 рік ? Це було показано 75 років назад.
Розділ «Матеріали та методи дослідження» включає підрозділи «Генетичний матеріал», у якому охарактеризовано рослинний матеріал, що використовувався у роботі, у розділі, правда, не вказано яке саме тритікале аналізували у роботі, інформація про те, що воно яре чи озиме має другорядне значення, важливіше було б  вказати, первинне воно чи вторинне, це віддзеркалюватиме метод створення такого тритікале, а отже і його генетичну структуру, знання якої дало б дисертанту додатковий інструмент у аналізі своїх експериментальних даних. 
Містяться у розділі 2 і кілька підрозділів роботи , що стосуються методів роботи з ДНК. Ця частина написана з оптимальним рівнем деталізації. У підрозділі «Обробка даних» міститься інформація про програмне забезпечення, яке використовувалося у роботі, з коротким повідомленням для якого етапу роботи її (програму) використовували.  
Окремо наведено формулу для коефіцієнта кореляції, взято її з Вікіпедії.

Наведено у роботі  не ту формулу, що мала б використовуватися у такій роботі- та, що наведена у тексті- це для кореляції Пірсона, а мала бути формула для розрахунку коефіцієнту кореляції Спірмена-рангова.
Результати власних досліджень викладено у 3-5. Тут у опонента виникла низка запитань і зауважень до дисертанта, які наведено нижче.
У розділі 3 викладено аналіз структури сиквенсів генів бета-амілаз злакових рослин.  Хочу спитати у авторки, які види злакових використовували для того, аби розробити праймери  для двох генів бета амілази? Як автор розуміє наявність гомеологічних взаємин між різними геномами у алополіплоїдних видів, проаналізованих у роботі, і яке це могло б мати значення для пояснення поліморфізму за досліджуваними генами? 


У розділі 4 виконувався молекулярно-генетичний аналіз генів бета-амілази у злакових. На сторінці 66 Ольга Ромуальдівна пише: «Молекулярно-генетичний аналіз генів Bmy1 і Bmy2 у різних злаків може надати нові відомості про діапазон генетичного поліморфізму (мінливості) досліджених видів, адже генетичні ресурси є важливими джерелами підвищення якісних ознак…»Що мається на увазі? Може мова має вестись про підвищення (покращення) ознак якості? Такий же змінений порядок слів у подібній за змістом  фразі зустрічається у роботі іще. На малюнку 4.3 наведено високо поліморфний спектр  продуктів ампліфікації генів амілази у тритікале ( опонент думає, що це гексаплоїд) і жита (диплоїд). Скільки на думку дисертанта генів бета амілази у жита? Чи може це мати значення для пояснення багатокомпонентного спектру? І чому такий поліморфізм між сортами жита? А чим викликаний поліморфізм на мал. 4.4? В матеріалах і методах вказано, що використовували популяції  T.dicoccoides, а у підписі під малюнком 4.4. написано, що аналізували лінії?
У розділі 5  аналізувався поліморфізм гену Bmy 1 у сортах культивованого виду ячменю. На сторінці 79 авторка пише: « Розподіл частот зустрічальності Bmy1 у дослідженій вибірці сортів відповідає рівнянню Харді-Вайнберга…». Як Вам вдалося визначати рівновагу Харді-Вайнберга на самозапильній рослині, яким є Hordeum vulgare? Рівняння взагалі розроблено для панміктичної популяції з перехресним запліднення. 
На сторінці 41 написано, що частина матеріалу (8 сортів) використовували для встановлення відносної інтенсивності транскрипції гена амілази. У розділах з результатами роботи опонент не виявив результатів виконання такого дослідження. 

Загалом, до тієї частини роботи (розділи 3-5), що містить результати дослідження хочу задати питання  про те, чи є у автора роботи докази того, що виявлений поліморфізм між таксонами, чи між окремими генотипами у межах одного виду свідченням змін у структурі функціональних генів  бета амілази у Triticeae? Як можна довести, що до наявного поліморфізму не призводять наявні у геномі непроцесовані псевдогени?  Якщо це псевдогенні послідовності, які ампліфікуються у геномі, тоді Вам доведеться порівнювати за філогенетичним сигналом послідовності функціонального гена і псевдогену, а темпи молекулярної еволюції таких послідовностей очевидно будуть різними.
У розділі 6 виконано узагальнення результатів дослідження, у якому можна було б проаналізувати свої результати через призму особливостей формування генетичної структури аналізованого виду Hordeinae  та  Triticinae (диплоїди, поліпоїди, самозапильні та перехреснозапильні рослини). 
До безумовних позитивних прикмет роботи відноситься широке використання засобів біоінформатики для аналізу структурних елементів гену амілази та розробки послідовностей олігонуклеотидів, прийнятних для аналізу реального рослинного матеріалу.
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MOJIEKY/ISIPHO-TEHETHUYHHX  Ta

3ACTOCYBAHHAM  CYHaCHHX

Metonis. OGCsr BHKOHAHMX  J0CIHiUKeHD 20BOM  BenMkmH, i

KOpeKTHO. Jluceprauiio oopmieHo 3rifno Bumoram JIAK MOH Vkpainn mo

O(OPMICHHS KaHANIATCHKIX Jwceprauiif

Iosnora suknany mavepianin _auceprauii »_ony6aikosatmx npausgx _ta

asropediepari. . Pesynpratn JOCHUKERNA, WO MiCTATECSH y JAuceprauiinii poGoti,
TOBHICTIO NpeacTasneni y 14 nyGnikanisx. 9 crarmix axosux BHAaHb Ta 6 Tezax
JAONOBizeli y MaTepianax MiKHAPOAHHX T2 BITYH3HAHIX (bopymis cnenjanicris. 3mict
aBTopediepary BinGuBae 0CHOBHMIT 3MicT Auceprarii.

Buckosok npo sianosianicts auceprauii _seranonnenum  sumoram, s

TpeSBISOTHCS

HAaYKOBOTO CTyneHsl KauanaaTa 6ionoriunux nayk. Jluceprauiio

HAIHCAHO 32 Pe3ynLTATAMH  3ABEPUICHOTO  eKCTIGPHMEHTANLHOTO  JOCT KEHHS,
HAI/IEHOr0 HA BHDIlICHHSA KOHKPeTHOT HAYKOBOT NPOGJeMH: AOCTIAUTH eK30H-

iHTpOHHY  opranizaiiio renis  f-Amy snakosux Ta MOWYKY pojo- Ta

BUAOCHEUMBINHHX MApKEPHHX CHCTeM s MOJIeKYASpHOT inenTHikauii Bumis

POAMHH, BCTAaHOBJCHHI anenbhoro nonimopdismy renis Bera- aminas Yy copris

KYJBTYPHOIO A4MEHIO.

Pobora miznmosizac nacnopry cnenjanbhoeri 03.00.22 — MOJIeKyNsipHa
TEHETHKA Ta OUIHIOETHCA MOIMTHBHO 1MOAO  BUMOT 11,11 «ITopsiaky npucy ke s
HAYKOBIX CTYMeHiB ...», 3aTBep/uKenix nocranosoio Kabinery Minicrpin Vkpainn

Nes567 six 24.07. 2013 p., a ii asrop—Crparyna Onpra Pomyansaisna sacnyrosye Ha

NPUCYIUKEHHS il HayKOBOTO CTyNeHs Kauanmara Gionoriunmux HayK 3i crenianbHOCTI =

03.00.22 — MosteKyIpHa reHeTHKa. .

3ap. naGoparopii resetuki ta KiTHHROT Gionorii
Kaeapu Giosorii Hauionanshoro ynisepeurery
“Kueso-Morunsnceka akazemis”

K.6.H., C.H.C.
16 xo0BTHA 2015 p





