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офи!!.!(и:ального оппонента доктора биологических наук Кулуева 

Бул2т2 Р2tзя повн,,:rч211нш диссертацмю:н:ную работу Огневой Златы 

ВладимШ!ровны <<ВШ!,J!ЯIJН!Ие сверхэнк::сlll!рессии генов стильбен сии-паз JI-na 

устойч!!-iшость растений t{: абJИIОТ!И!чесю!-!м стрессам», представленную в 

диссертндио11-н1ый совет 99.0Jb64J.J)2 на базе ФГБУН «Федералыный 

IН!2!Yt!lJLi-i!ЫЙ !Щ!'с[--П JР биоразn-,юобразия наземной биоты Восточной Азии» ДВО 

JP'A~}f н2 соиск21.!r-1н!!е ученой степеn-ПJ! L[{':2n-щидата би:олог:ических нау1~ rю 

снеци21лънопи 1.5.6 - Биотехнология (биологические наук:и) 

Аппуал:JЬ,нос1пь. исследования 

Абиотические стрессовые факторы, такие как засуха, жара, гипотермия, 

ультрафиолетовое излучение и другие отрицательно влияют на рост, 

продуктивность и географическое распространение растений . В связи с этим 

является актуальным увеличение стрессоустойчивости растений, что позволит 

повысить количество и качество урожая и будет способствовать более 

широкому распространению культурных растений, в том числе, на огромных 

территориях России с преимущественно неблагоприятными условиями среды . 

При воздействии абиотических стресс-факторов в растениях наблюдаются 

множественные негативные изменения, включая повреждение клеток в 

результате образования активных форм кислорода (АФК). Таким образом, при 

воздействии любых стрессовых факторов развивается оксидативный стресс . 

Одним из важнейших механизмов обеспечения устойчивости растений к 

различным с _ рессовым воздействиям является биосинтез многочисленных 

антиоксидантных соединений . Такие вещества могут быть полезны при ответе 

растений на засуху, жару, гипотермию, засоление, но особое значение они 

могут и л:еть при воздействии ультрафиолетового излучения . Одними из таких 

веществ являются стильбены, из которых наиболее широко известен транс

ре'вератрол. Более того , являясь антиоксидантами, стильбены в продуктах 

питания i , огут быть полезны и для здоровья человека, так как имеют 



кардиопротекрторные ; антибактериальные и противоопухолевые свойства. 

Исходя из этого, представляется актуальным создание трансгенных растений с 

повышенной экспрессией генов стильбен синтаз. Часть диссертационной 

работы З.В . -' гневой как раз посвящена созданию трансгенных растений с 

конститутивной экспрессией генов стильбен синтаз. Однако подробные 

молекулярно-биологические пути регулирования биосинтеза стильбенов на 

сегодняшний день изучены слабо, поэтому представляется актуальным поиск 

соответствующих ферментов, их генов, а также изучение влияния абиотических 

и биоти·_с:сюrх стрессовых факторов на молекулярно-биологические механизмы 

биосинтеза стильбенов . ~ lоэтому исследования З.В. Огневой по комплексному 

изучен '=r0 трэ.нсгенных растений и клеточных культур на содержание 

вторичных I'-1етаболитов , на устойчивость к абиотическим стресс-фактором 

представляются также актуальными . Работы З.В. Огневой по изучению 

биосинтеза стильбенов при обработке молекулами-предшественниками 

способствуют раскрытию механизмов продукции этих метаболитов . В 

исследованиях стильбенов обычно используется только один модельный 

объект. В работе З .В. Огневой использовано два модельных объекта: культуры 

клеток винограда амурского и трансгенные растения AraЫdopsis thaliana, что 

позволяет проводить более комплексные исследования и сделать больше 

выводов по механизмам биосинтеза стильбенов в растениях. 

Струнпур2 диссертациоJНI J!:ЮJИI работы 

Диссертация З . В. Огневой изложена на 111 страницах текста, состоит из 

Введения, главы «Обзор литературы» , главы «Материалы и методы», главы 

«Результаты», главы «Обсуждение», Выводов и Списка литературы. Работа 

иллюстрирована 16 рисунками и содержит 7 таблиц. Список литературы 

насчитывает 232 наимевования . 

Во введении З . В. Огнева дает обоснование актуальности выбранной 

темы, четко определяет цель работы (анализ участия стильбен синтаз и 

стильбенов в формировании устойчивости растений к абиотическим стрессам и 

создание аль'<."ернативных источников стильбенов) и формулирует задачи, 



необходимые для достижения поставленной цели, приводит положения, 

выносимые на защиту, дает авторскую оценку научной новизны и практической 

значимости выполненной научно-исследовательской работы. Диссертационная 

работа характеризуется высоким уровнем личного вклада соискателя во всех 

проведенных экспериментальных работах. Диссертационная работа прошла 

апробацию на 6 всероссийских и международных научных конференциях, 

результаты исследования изложены в 1 О публикациях, из которых 7 - статьи в 

журналах, рекО!'лендованных перечнем ВАК. Положительной стороной работы 

яв.""!яется то, что результаты исследования опубликованы в таких 

вы окоре 1тиР-говых журналах, как Phytocheшistгy, Joшnal of Plant Physiology, 

Аса ?hysioicgiae Plantaгuш, Biologia Plantarнш, Plants. 

В лите_ атурном обзоре диссертант подробно освещает современное 

состояние изу~аемой проблемы . Первая часть обзора литературы посвящена 

подробному рассмотрению абиотических стресс-факторов и механизмов 

защитного ответа растений. Дается представление о влиянии на растения 

повышенной и пониженной температуры, засухи, солевого стресса и 

ультрафиолетового излучения. Во второй части подробно описываются 

литературные данные о механизмах устойчивости растений к абиотическим 

стрессам. Отдельно рассматривается роль стильбенов в устойчивости растений 

к абиотическим стрессам. В целом, при прочтении обзора литературы 

формируется общее представление о стильбенах и об их роли при обеспечении 

стрессоустойчивости растений . 

Необходимо отметить, что З .В . Огнева провела весьма значительную 

ан&лити чес кую работу с большим числом литературных данных, в том числе 

о 1убли,-·ованных за последние 5 лет, которые включены в список цитированной 

литературы. Обзор литературы непосредственно связан с предметом 

исслед ваний и в нем достаточно полно отражены современные тенденции 

исследований механизмов биосинтеза стильбенов. В целом ознакомление с 

обзоро. ; литературы подводит читателя к существованию ряда нерешенных 



проблем в рассматриваемой области, на решение которых и была направлена 

диссертационная работа З.В . Огневой. 

В ггаве «Материалы и методы» приведены краткая характеристика 

объектов исследования и описание всех использованных в ходе работы 

методов . . Работа характеризуется использованием современных методов 

физико-химической биологии . Положительной особенностью диссертационной 

работы является тпирокое использование трансгенных модельных систем, 

опре,-,, еление содержания метаболитов при помощи ВЭЖХ. Также в ходе 

р2.6оты прово.=~;илось бисульфитное секвенирование для выяснения причин 

Е J~зкого у;,овня экспрессии трансгенов. Протоколы методов изложены 

достаточно подробно для возможного повтора экспериментов другими 

:v:ccJ!eдoзart_-ш:-vш . Также в этой главе приводится описание методов 

с,Е.тлстичес: ког- обработки полученных экспериментальных данных. 

Са. , ая большая глава диссертационной работы посвящена описанию 

результатов исследования. Первая часть главы 3 посвящена изучению 

биосинтеза стильбенов в растениях при обработке кумаровой и кофейной 

кислотами после облучения ультрафиолетом. Этот очень важная часть работы, 

так как автор здесь доказывает, что обработка растений предшественниками 

стильбенов повышает содержание последних, что увеличивает устойчивость к 

УФ-С. Таким образом, исходя из этих данных, можно планировать дальнейшую 

работу по стимуляции биосинтеза стильбенов в трансгенных растениях. Далее 

автор описывает эксперименты по созданию трансгенных растений А . thaliana и 

к .. еток винограда амурского. З.В . Огневой была доказана успетпность 

генетической трансформации и высокий уровень экспрессии трансгенов. 

Низкий уровень экспрессии трансгенов VaSTS7 в А. thaliana был объяснен его 

высоким уровнем метилирования. В ходе дальнейших исследований автору 

удалось доказать, что сверхэкспрессия генов стильбен синтаз приводит к 

увеличению продукции различных стильбенов, в особенности, транс

резвератро . а. Причем, то , какие именно стильбены синтезируются, зависело от 

истюльзуемого трансгена . Дальнейшие исследования были посвящены 



опредеrrениV' устойчивости трансгенных растений А. thaliana к засухе , 

солевому, высоко- и низкотемпературному стрессам. Однако статистически 

зЕs.чимого эффекта не было. В то же время позитивный эффект конститутивной 

экспрессии генов стильбен синтаз удалось доказать в случае воздействия 

у.iтьтрафиолетового излучения. Таким образом, автором продемонстрирована 

возможность использования генов стильбен синтаз для повышения 

устойчивости растений к ультрафиолетовому излучению . 

Обсуждение результатов приводится в отдельной главе 4. Здесь автор 

обсу)'{дае::- возможные причины различного влияния разных трансгенов на 

ссдержа.нис с·:· ·шьбенов . Также есть обсуждение возможных причин разного 

уровня зкст(\ессии трансгенов. Большая часть обсуждения посвящена 

теоретическс лу обоснованию взаимосвязи предшественников стильбенов, 

r eI-<:o.3 стил r ое _ : синтаз, содержания стильбенов и устойчивости растений к 

у.,-: :::тоа'r r-юле· о ..:ому излучению . 

::2ыводы сформулированы четко, непосредственно вытекают из 

полученных данных и не вызывают вопросов. Диссертационная работа З.В . 

Огневой, в uелом, написана хорошим научным языком, все экспериментальные 

данные сведены в таблицы и рисунки и обсуждены с привлечением 

литературных данных. 

l.L21yчrвraя !f-!ШВIИIЗШ! и прЮ'П!VJЧескаи значимость r.юлучен-нJiыж 

результ;;пов 

Еа.учная новизна диссертационной работы заключается в том, что 

впервые было показано, что сверхэкспрессия генов стильбен синтаз достоверно 

увеличивает общее содержание и продукцию стильбенов в культуре клеток 

винограда; увеличивает устойчивость растений А . thaliana к 

ультрафиолетовому излучению за счет биосинтеза стильбенов. Показано 

защитное действие транс-резвератрола против ультрафиолета при обработке 

листьев растений А . thaliana. Полученные результаты могут быть использованы 

для создания методик защиты сельскохозяйственных культур от повышенного 

ультрафиолётового излучения, а также создания генетических конструкций и 



методо:югических подходов коммерческими компаниями для повышения 

устойчивости растений к ультрафиолету и биосинтеза стильбенов в них. Более 

того , увеличение содержания стильбенов в тканях культурных растений может 

ув л : чивать п лезность получаемой продукции для питания человека. 

Обос ~ _ оБ21 IНiп-нос1пь и достовер 1нюсть пол:уче!Н!ных результ~тов ]И[ вьшодов 

диссерт:iН.!(WОШI!f-ШЙ работы 

:VIспользование для исследований современных методов физико

химической биологии , в особенности ВЭЖХ, подтверждают обоснованность и 

достоверность экспериментальных результатов, представленных в работе З.В. 

Сrневой . а та~'же выносимых на защиту положений и выводов. Во всех 

ис~ледовs.r--:;;~ ~:;:х выборка. достаточна, а выбранные методы статистического 

ат- "' , 1л '< ? прав:1,льные. Приведенные данные в таблицах и гистограммах 

позволs::~ ~- ::-::;,,с- верить · ,:ютветствующими методами правильность расчетов, 

сделанных диссертантом. Автор тщательно проверяет полученные данные, 

оценивает ;:~стоверность различий с использованием стандартных методов 

сатистики . '1'аким образом, полученные З.В. Огневой научные результаты и 

выво,, ... :~r являются обоснованными и достоверными. Следует отметить и то, что 

основные результаты диссертации З.В . Огневой опубликованы в 

рецензируемых журналах и апробированы в научных конференциях . 

Автореферат соответствует содержанию диссертации . 

Вопросы~ замеч21ш,11я и ю::эмменпари !И! к диссертационной работе 

В ходе чтения к диссертационной работе возникли следующие вопросы: 

l . Чем объясняется то, что обработка растений УФ-С/СаА оказывала 

меньттт е позитивного эффекта, чем обработка СА при действии УФ-С? 

2. Почему в случае с елью Р. j ezoensis использовали обработку кофейной 

и кумаровой кислотами , а в случае с V amurensis обрабатывали только 

куr,ларовой кислотой? 

3. С чем можно объяснить более высокий уровень метилирования 

трансгена ST"? по сравнению с трансгеном STSJ в трансгенных растениях А. 

thoLiano.) 



4. Стр . 80, рис. 14. Почему в случае с UV-B и UV-C изучали 

выживаемость листьев, а в случае с другими стрессовыми факторами целые 

растения? 

К диссертационной работе имеется несколько замечаний. 

В диссертации очень кратко описывается научная новизна работы. И 

поэтому не всегда понятно, получил автор те или данные впервые или же такие 

резул ьтаты ранее уже получали и другие исследователи. Результаты анализов 

ОТ-ПЦР в ру -- с коязычной литературе принято обозначать в виде показателя 

«относител~I-юе содержание транскриптов» , а не «относительная экспрессия». 

Также вме{' 'Ю термина «уровень транскрипции» целесообразнее использовать 

терми:~ «от:нисительное содержание транскриптов». На стр . 37 говорится об 

обработке растений абиотическим стрессом . Более правильно говорить об 

обработ_rе ?астений абиотическими стресс-факторами. 

·~·акже можно отметить несколько замечаний редакторского характера: 

l ) - тр. ";_ () _ . . . повешенными температурами ... 

2; { lерзсе предложение на стр . 12 не согласовано. 

3) Стр . 21 ... .. замедляя рост и урожайность растений ... . 

L!-) Последнее предложение на стр. 28 не согласовано. 

5) тр_ 49 . ... неомецин-фосфотрансферазу .. . 

6) Подпись к рис . 2 на стр. 51 . .. . . веторов ... . 

Сделанные в отзыве замечания не влияют на актуальность, новизну, 

практическую значимость и фундаментальный характер полученных выводов 

диссертационной работы. 

Заключе!Н!!И!е 

Диссертационное исследование З.В . Огневой «Влияние сверхэкспрессии 

генов стильбен синтаз на устойчивость растений к абиотическим стрессам», 

представленной на соискание ученой степени кандидата биологических наук по 

специальнос;ти 1.5.6 биотехнология (биологические науки) является 

законченной научно-квалификационной работой, в которой получены данные о 

взаимосвязи :г,лежду предшественниками стильбенов, генами стильбен синтаз и 



стильбенами . По актуальности темы, научному уровню, теоретической и 

поактической: значимости результатов диссертация отвечает требованиям п . 9-

14 «Положения о порядке прису:ждения ученых степеней», утвержденного 

Постановлением Правительства Российской Федерации от 24.09 .201 3 г . № 842 

(ред . от 01.10.20 18 с изм. от 26.05.2020), а ее автор Огнева Злата Владимировна 

заслуживает присуждения ученой степени кандидата биологических наук по 

специальности 1.5 .6 - Биотехнология (биологические науки). 
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