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«Застосування прийомів генетичної інженерії для отримання
біотехнологічних рослин та редагування геному ріпаку озимого

Brassica napus L.», подану на здобуття наукового ступеня доктора філософії
з галузі знань 09 «Біологія»

за спеціальністю 09 «Біологія»

Актуальність теми дисертаційної роботи

Дисертаційна робота присвячена отриманню біотехнологічних рослин
комерційної лінії озимого ріпаку B. napus L. української селекції, а також
створенню платформи для редагування геному озимого ріпаку з використанням
системи CRISPR/Cas9. В дисертації вирішуються питання, що належать до
фундаментальних проблем біології, а саме: розробка ефективних методик
регенерації, яровизації та генетичної трансформації ріпаку озимого української
селекції, а також створення біотехнологічних рослин ріпаку, що несуть ген
Cas9 та рослин, стійких до дії гербіциду гліфосату; окрім того, отримані
результати можуть слугувати передумовою для розв’язання ряду прикладних
завдань клітинної біології та біотехнології. Тема дисертаційної роботи
«Застосування прийомів генетичної інженерії для отримання біотехнологічних
рослин та редагування геному ріпаку озимого Brassica napus L.» є актуальною в
сучасних умовах розвитку сільського господарства та генетичної інженерії.

Зв'язок роботи з науковими програмами, планами, темами.

Актуальність теми дисертаційної роботи підтверджується її зв'язком з
науковими темами відділу генетичної інженерії Інституту клітинної біології і
генетичної інженерії НАН України: «Вивчення фізіолого-біохімічних і
молекулярно-біологічних особливостей функціонування та успадкування
гетерологічних генів в рослинних системах» (0115U000025, 2015–2019) та
«Цілеспрямовані зміни геному та плейотропні ефекти у генетично
трансформованих рослинних системах» (0120U100849, 2020–2024).

Новизна наукових положень та висновків.

В якості нових наукових результатів здобувачкою висунуто положення,
серед яких, на мою думку, варто відмітити створення трансгенних рослин
ріпаку озимого лінії Bn1, стійких до гербіциду гліфосату, в результаті
Agrobacterium-опосередкованої трансформації трьома генетичними



конструкціями – pCB133, pCB135 та pSPG2254; а також створення
біотехнологічних рослин озимого ріпаку, які містять ген бактеріальної
ендонуклеази Cas9, за використання створеного в ході дослідження вектора
pSPE2053; такі рослини в подальшому можуть бути використані в селекційних
програмах.

Авторокою запропонована удосконалена система регенерації та
яровизації озимого ріпаку лінії Bn1, яка дозволяє отримати насіння нульового
покоління через рік після початку експериментів та не призводить до появи
сомаклональної варіабельності в культурі in vitro.

Практичне значення результатів дослідження.
Отримані дисертанткою біотехнологічні рослини ріпаку озимого лінії

української селекції Bn1, стійкі до гербіциду гліфосату, можуть бути
використані в подальших експериментальних дослідженнях та у селекційних
програмах.

В якості платформи для редагування жирно-кислотного складу насіння
озимого ріпаку, було створено генетичну конструкцію на основі системи
CRISPR/Cas9, а також отримано біотехнологічні рослини, що несуть ген
синтезу бактеріальної ендонуклеази Cas9.

Ступінь обґрунтованості та достовірності наукових положень,
висновків і рекомендацій.

Достовірність результатів, отриманих здобувачкою, визначається
достатньою кількістю отриманих даних та застосуванням широкого спектру
сучасних біотехнологічних, молекулярно-біологічних, мікробіологічних та
біохімічних методів дослідження для вирішення поставлених задач.
Достовірність отриманих результатів підтверджено статистичними методами.

Викладення результатів логічно пов’язане з метою та задачами
дослідження. Робота якісно оформлена та достатньо проілюстрована, містить 6
таблиць та 37 рисунків. Висновки чітко сформульовані і відображають основні
отримані результати.

Актуальність досліджень, обгрунтованість наукових положень та
висновків підтверджено їх обговоренням на всеукраїнських та міжнародних
наукових конференціях. Результати дисертаційного дослідження були
впроваджені у виробничу діяльність ТОВ «БЕТА НК», що також засвідчує їх
достовірність та актуальність.

Повнота викладу основних наукових положень та висновків в
опублікованих працях.



Більшість наукових положень та висновків, сформульованих у
дисертаційній роботі достатньо повно викладені в авторських публікаціях
І. С. Гнатюк: результати дисертаційного дослідження опубліковано в 11
наукових працях, із них п'ять статей (дві статті, які індексуються у
наукометричній базі даних "Scopus", одна стаття у періодичному науковому
виданні іншої держави, яка входить до країн-членів Європейського Союзу та
індексується у наукометричній базі даних "Web of science", дві статті у
наукових виданнях, включених до переліку наукових фахових видань України)
та шість тез матеріалів міжнародних та всеукраїнських науково-практичних
конференцій.

Структура, зміст та оформлення дисертації.
Зміст дисертації І. С. Гнатюк відповідає спеціальності 091 – «Біологія»

галузі знань (09 – «Біологія»), за якою вона подана до захисту. Результати
експериментальних досліджень викладені дисертанткою послідовно та за
загальноприйнятим стилем. Дисертаційна робота містить наступні розділи:
огляд літератури, матеріали і методи дослідження, три розділи результатів
експериментальних досліджень, висновки та додатки. Список літератури
містить 151 посилання. Робота викладена на 143 сторінках машинописного
тексту.

У вступі обґрунтовано актуальність обраної теми дослідження, її зв'язок
з науковими програмами установи, де виконано роботу, новизну і практичне
значення. В огляді літератури детально описано сучасний стан вирощування та
використання озимого ріпаку в Україні та світі. Два підрозділи присвячено
особливостям культури in vitro ріпаку озимого B. napus та розглянуто актуальні
напрямки генетичної інженерії в його селекції; дисертанткою виконано
детальний аналіз великого об'єму зарубіжної літератури, яка стосується
розробки систем регенерації та генетичної трансформації ріпаку озимого, а
також проведено роботу з базами даних для розуміння пріоритетних напрямків
генетичної модифікації ріпаку. В окремому розділі розглядається система
редагування геному CRISPR/Cas9, зокрема принцип її роботи, стратегії генної
інженерії за допомогою цієї системи та можливі напрямки редагування геному
ріпаку, що лежить в основі практичного виконання дисертаційної роботи. У
другому розділі дисертації викладено матеріали і методи дослідження. Аналіз
цього розділу засвідчує відповідність обраних методів поставленим задачам
дослідження. У третьому, четвертому та п'ятому розділах представлені
результати власних експериментальних досліджень. Під час експериментів із
оптимізації методик регенерації, яровизації та генетичної трансформації
озимого ріпаку лінії української селекції авторкою було модифіковано склад



живильних середовищ, підібрано умови вирощування озимого ріпаку in vitro та
in vivo; показано, що оптимізована система є економічною та ефективною.
Гнатюк І. С. також запропоновано модифікований протокол для Agrobacterium-
опосередкованої генетичної трансформації, за яким було отримано трансгенні
рослини озимого ріпаку української селекції, які містять гени стійкості рослин
до гербіциду гліфосату – бактеріальний ген СР4 epsps та мутантний ген ріпаку
– Bn epsps і показано їхню рівноцінність. Крім того, здобувачкою було створено
дві генетичні конструкції, які можуть бути використані для редагування геному
рослин ріпаку як в наукових, так і в прикладних цілях. Результати, отримані
авторкою, мають важливе теоретичне та практичне значення.

Дискусійні положення та запитання:
Основні матеріали роботи опубліковані у фахових виданнях. Анотація

достатньо повно висвітлює основний зміст дисертації та повністю відповідає
основним положенням дисертації. Незважаючи на загалом позитивне враження
щодо наукових надбань, форми їхнього осмислення та викладення, у
дисертаційній роботі є деякі недоречності, недоліки та упущення.

1. На мій погляд, текст у розділах 1 та 2 переобтяжений надлишковою
інформацією, що можна було упусти. Інколи таке перевантаження текстом
ускладнює сприйняття та пошук необхідної інформації. У тексті наводиться
багато непотрібних та загальновідомих деталей, що можна було уникнути. На
мою думку, об’єм розділу 1 та 2 можна б було скоротити.

2. Також в анотації дисертаційної роботи та описі наукової новизни
зустрічаються невдалі описи та незрозумілі формулювання, а саме
“направляючі послідовності Aa1 та Аа2”. Дуже важко зрозуміти, що автор мав
на увазі. Тільки згодом по тексту стає зрозумілим, що Aa1 та Аа2 послідовності
мають відношення до гену десатурази жирних кислот Fad2 для редагування
геному ріпаку з метою накопичення олеїнової кислоти;

3. У тексті дисертації є невдале використання термінології чи
українського перекладу з англійської мови. Окрім того, зустрічаються
орфографічні та стилістичні помилки. Також є місце калькам із російської
мови, зокрема «в якості». На мою думку, слово «направляюча» краще замінити
на спрямовуюча, а термін направляюча РНК краще замінити на слово РНК-гід.

Приклади:
Ст. 4. «Наявність білка CP4 EPSPS в трансгенних рослинах ріпаку

доведена за допомогою молекулярного аналізу експресії білків,
використовуючи імуно-тест систему». Білки не можуть мати експресію,
еспресуються лише гени.



Ст. 5. «створено генетичний вектор pSPE2053, що несе ген синтезу
бактеріальної ендонуклеази Cas9». Вектори не можна створити. Створюють
генетичні конструкції на основі векторів.

Ст. 62. «Для детекції білка CP4 EPSPS в трансгенних рослинах ріпаку
використовували молекулярний аналіз експресії білків за допомогою іммуно-
тест системи QuickStixTM Kit (Immunostrip Dipstick assay).» Це речення
потребує корегування.

Ст. 101. «В результаті нами було клоновано три генетичні конструкції
першого рівня – pSPE2050, pSPR2051 та pSPH2052» Клонувати можна
послідовності ДНК, зокрема послідовності генів. Конструкції можна створити.

Ст. 106. «5.2. Створення вектора, спрямованого на редагування
жирнокислотного складу ріпаку B. napus L.». Можна створити конструкцію на
основі вектору.

4. Деякі висновки дисертаційної роботи можна було поміняти. Зокрема,
«1. Методика регенерації in vitro та яровизації озимого ріпаку B. napus L.

лінії Bn1 української селекції є економічною (вимагає використання невеликої
кількості доступних регуляторів росту) і ефективною (забезпечує високу
частоту регенерації та отримання насіння нульового покоління вже через рік
після початку експериментів).» – Таке ствердження вимагає економічного
обґрунтування та порівняння із іншими протоколами трансформації. Натомість
було б простіше просто зазначити переваги запропонованого дисертантом
методу у порівнянні з іншими.

«4. Генетична конструкція pSPE2053, яка містить ген бактеріальної
ендонуклеази Cas9, ген β-глюкуронідази gus та ген фосфінотрицин-N-
ацетилтрансферази bar, перевірена на модельному об'єкті N. rustica L» – Цей
висновок є простим звітуванням і не розкриває основних результатів цього
дослідження.

5. На жаль, у роботі відсутній аналіз складу жирних кислот у СRISPR-
CAS9 біотехнологічних рослин з делеціями в послідовності гена Fad2. Такий
аналіз міг би значно покращити та підсилити якість цього дослідження.

Загальна оцінка дисертаційної роботи

Дисертаційна робота І. С. Гнатюк є завершеною науковою працею.
Дисертанткою застосовані сучасні медоди досліджень та аналізів, опрацьовано
достатню кількість літературних джерел, якісно проведено їх обговорення і
узагальнення. Враховуючи вагоме теоретичне та практичне значення роботи,
актуальність теми, наукову новизну одержаних результатів, вважаю, що
дисертація Гнатюк І. С. відповідає вимогам пп. 9, 10, 11 і 12 «Тимчасового




