6

В І Д Г У К

офіційного опонента на дисертаційну роботу Стратули Ольги Ромуальдівни «Молекулярно-генетичні особливості генів β-амілази злаків», 
представлену на здобуття наукового ступеня кандидата біологічних наук

за спеціальністю 03.00.22 – молекулярна генетика
1. Актуальність теми. 
Серед родин квіткових рослин злаки (Poaceae) займають особливе положення, оскільки вони мають велике економічне значення. Ендосперм хлібних злаків є головним джерелом крохмалю - найбільш поширеного вуглеводу в раціоні людини. Ферментативний гідроліз крохмалю відбувається за дії амілолітичних ферментів, біохімічні особливості яких мають велике практичне значення. В цьому аспекті важливими видаються молекулярно-генетичні дослідження генів, що кодують фермент β-амілазу у таких представників родини злакових, як культурні види триби Triticeae, а також дикорослих видів, що використовуються для поліпшення якості найважливіших культурних рослин. Гени Bmy1 та Bmy2, що кодують два види β-амілази злаків (ендоспермальну та загальну), складаються з семи екзонів і шести нітронів і містять як консервативні, так і варіабельні ділянки нуклеотидної послідовності, що дозволяє використовувати їх для між- та внутрішньовидового генотипування. Складність селекційних досліджень в цьому напрямку багато в чому пов'язана з тим, що особливості β-амілази не виявляється фенотипово, і методи молекулярного маркування можуть надати неоціненну допомогу практичній селекції, значно скоротивши терміни та обсяг аналізованого матеріалу при створенні нових сортів. Отже, актуальність теми роботи не викликає сумніву.
Робота Стратули О.Р. виконана у відділі загальної та молекулярної генетики Селекційно-генетичного інституту – Національного центру насіннєзнавства та сортовивчення (до 30.09.2014 р. – відділ геноміки і біотехнології; до 01.04.2012 р. –  відділ молекулярної генетики Південного біотехнологічного центру в рослинництві) 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 2011-2015 рр.», завдання 23.01.01.03.Ф «ДНК-технології ідентифікації сортів, ліній, гібридів сільськогосподарських культур, розробка молекулярно-генетичних паспортів та поповнення бази даних ДНК-типування» (0111U006104), протягом 2004-2012 років.

2. Повнота викладу основних наукових положень та висновків у опублікованих наукових працях. 
За результатами наукових досліджень опубліковано 14 наукових праць, серед яких 5 статей у фахових виданнях. Основні положення дисертації апробовані на міжнародних конференціях. Зміст опублікованих робіт та автореферату відображає основні положення дисертації і відповідає її суті. 
3. Структура дисертації. 
Результати дисертаційної роботи викладено на 157 сторінках машинописного тексту. Робота складається зі вступу, огляду літератури, опису матеріалів та методів дослідження, отриманих результатів та їхнього обговорення, підсумків і висновків та списку використаних літературних джерел, що містить 187 найменувань, з яких 125 – англомовні. Робота проілюстрована 22 рисунками та 11 таблицями.

У Вступі автор розкриває сутність наукової проблеми та її актуальність, формулює мету роботи, а також визначає експериментальні завдання, які необхідно вирішити для досягнення мети. Показує наукову новизну і практичне значення дослідження. 
У першому розділі дисертації представлено огляд літератури, де висвітлено основні етапи досліджень організації і мінливості генів рослин за допомогою молекулярних маркерів, вивчення поліморфізму інтронних ділянок в структурних генах. Обговорена молекулярна організація генів β-амілази, особливості їх будови. Розглянуто можливість використання дикорослих видів у якості джерела поліпшення агрономічно цінних ознак. Переважна більшість джерел, використаних при написанні огляду літератури є сучасними і достатньої мірою відображають питання, що обговорюються. Проте до зауважень можна віднести те, що у деяких місцях огляд літератури дещо переобтяжений технологічними деталями, які не мають безпосереднього відношення до теми роботи. 
У другому розділі описано матеріали та методи лабораторних досліджень та дається характеристика обраного генетичного матеріалу. В цілому, авторка застосовувала для досліджень достатній набір молекулярно-генетичних та біоінформатичних методів, які цілком адекватні поставленим завданням. 
Результати власних досліджень викладено в трьох наступних розділах. В третьому розділі представлені результати аналізу послідовностей генів Bmy1 та Bmy2. Створено олігонуклеотидні праймери для дослідження генів, що кодують β-амілазу злаків, визначено нуклеотидна послідовності генів β-амілази окремих видів родини злакових, проведено молекулярно-філогенетичний аналіз цих генів. Проте, не зрозуміло, чому для сиквенування генів β-амілази дисертантка здійснила їх попереднє клонування. Чи не можна було проводити пряме сиквенування ПЛР-продуктів, адже такий підхід дозволяє суттєво зменшити час та матеріальні витрати при проведенні експериментів? До недоліків технічного характеру слід також віднести те, що на рис. 3.3. на дендрограмі не позначені кластери та підкластери, про які іде мова в тексті, що утруднює сприйняття матеріалу.
Четвертий розділ складається з двох підрозділів, де представлено результати молекулярно-генетичного аналізу генів β-амілази у видів родини Poаceae. Досліджено міжвидовий поліморфізм генів Bmy1 і Bmy2 у представників цієї родини, досліджено внутрішньо- та міжвидового поліморфізм генів β-амілази у представників триби Triticеае
В п’ятому розділі дисертантка детально дослідила поліморфізм гена Bmy1 ячменю. Отримано інформацію про поширення алелів гена Bmy1 у вибірках сортів з різних географічних зон. Представлено результати дослідження молекулярно-генетичного поліморфізму гену Bmy1 у сортів ярого та озимого ячменю, а також у споріднених дикорослих видів роду Hordeum. Проведено аналіз асоціацій між алельним поліморфізмом гена Bmy1 та ізоформами білку β-амілази. 
При виконанні цих досліджень авторка роботи проаналізувала досить велику колекцію 249 сортів ярого ячменю. На жаль, для оцінки поліморфізму генів β-амілази було проведено лише ПЛР-ампліфікацію ділянки від 1 до 6 екзонів з наступним електрофоретичним визначенням довжини отриманих ампліфікатів. При цьому поза увагою дослідниці могли залишитись точкові мутації, які варто було очікувати в інтронах. Виходячи із довжини отриманих ампліфікатів та аналізу літературних джерел, дисертантка робить висновок про існування двох алелів гена Bmy1, які відрізняються присутністю 126 п.н. MITE-вставки в інтроні 3, проте цей висновок не було безпосередньо підтверджено експериментом. Вважаю, що при дослідженні поліморфізму генів β-амілази у різних сортів ячменю варто було хоча би вибірково провести сиквенування отриманих ПЛР-продуктів, що дозволило б підсилити вагомість та достовірність зроблених висновків.  
У тому ж розділі п’ять проаналізовано зв'язок між присутністю у геномі «довгого» або «короткого» алелю β-амілази (тобто, зі вставкою або без) та наявністю певної ізоформи цього ферменту у різних сортів ячменю. При цьому дані стосовно ізоферментів амілази було взято з літератури. В результаті дисертантка приходить до висновку, що «довгий» алель відповідає ізоформі Br, а «короткий» - ізоформі Ar. Проте, у 8 сортів (20% випадків) спостерігалися виключення з загальної схеми (табл. 5.5), можлива причина чого, на думку дисертантки, «може полягати в рівні генетичної чистоти сортових колекцій» (кінець цитати, с. 93). Вважаю, що для підтвердження висновку стосовно відповідності між алелями та ізоформами β-амілази варто було не тільки використовувати літературні дані щодо ізоферментнтого складу амілази у різних сортів ячменю, але й самостійно отримати такі дані, хоча би для тих 20% випадків, де спостерігалась невідповідність із зробленим дисертанткою висновком. 
Розділ аналіз та узагальнення результатів дослідження займає 11 сторінок. Зміст розділу вдало підсумовує та узагальнює основні результати, отримані в роботі. 
Висновки відображають головні досягнення проведеної роботи та можливі перспективи використання отриманих результатів. 

4. Ступінь обґрунтованості основних наукових положень та висновків, сформульованих у дисертації. 
Сформульовані О.Р. Стратулою основні наукові положення та висновки обґрунтовані достатнім об’ємом молекулярно-генетичних та біоінформатичних досліджень. Застосовані методи наукових досліджень адекватні меті та поставленим завданням. Зроблені автором висновки логічно випливають з одержаного фактичного матеріалу. На загал, результати досліджень, представлені в дисертації О.Р. Стратули, їх аналіз, основні наукові положення та зроблені висновки достатньо обґрунтовані.

5. Новизна основних наукових положень, висновків та одержаних результатів, сформульованих у дисертації.
Дисертанткою визначені нуклеотидні послідовності генів Bmy1 та Bmy2 представників 21 виду родини Poаceae і проведено їх біоінформатичний аналіз, сиквеновані послідовності задепоновані у базі даних Genbank. Доведено можливість застосування послідовностей β-амілази в якості молекулярного філогенетичного маркера на різних таксономічних рівнях. За допомогою розроблених унікальних праймерів проведено молекулярно-генетичне дослідження генів Bmy1 та Bmy2 у представників родини Poаceae. Вперше ідентифіковано алелі гена Bmy1 у сортів ярого та озимого ячменю української та закордонної селекції та дикорослих форм Hordeum. Досліджений географічний розподіл виявлених алелів Bmy1 у сортів ячменю, поширених на території Євро-Азійського регіону.
6. Науково-практична цінність роботи і конкретні шляхи застосування результатів досліджень.
Дисертаційна робота має як теоретичне, так і практичне значення. Дисертанткою створені специфічні оригінальні олігонуклеотидні праймери, які можуть бути використані для визначення нуклеотидних послідовностей β-амілаз злаків та проведення генетичної характеристики сортів і видів за генами Bmy1 і Bmy2. Ці праймери також можуть бути застосовані в генетико-селекційній практиці. Запропоновані в роботі маркери рекомендуються для оцінки алельного стану гена Bmy1 β-амілази при створенні сортів ячменю з ферментом певної активності. 

7. Висновок.  

На загал аналіз поданих для розгляду матеріалів (рукопису дисертації, автореферату, публікацій) дозволяє дійти висновку, що, не зважаючи на наведені вище недоліки, за актуальністю обраної теми, набором методів, застосованих при виконанні експериментальної частини дисертації, обсягом зібраного матеріалу,
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