ВІДГУК ОФІЦІЙНОГО ОППОНЕНТА
на дисертацію Колесник Ольги Олександрівни «Молекулярно-генетичний поліморфізм сортів пшениці м'якої озимої та асоціації алелів мікросателітних локусів і господарсько цінних ознак»
 на здобуття наукового ступеня кандидата біологічних наук за спеціальністю 03.00.22 — молекулярна генетика

Актуальність теми дисертації. Стрімкий розвиток молекулярної генетики обумовив широке застосування її досягнень у генетиці та селекції багатьох господарсько цінних культур зокрема пшениці м’якої озимої. ДНК-маркери широко застосовуються як у фундаментальних, так і в прикладних дослідженнях для вирішення багатьох завдань генетики, селекції, збереження біорізноманіття, вивчення механізмів еволюції, картування хромосом, а також для насінництва, племінної справи тощо. Молекулярні ДНК-маркери, які пов'язані з генами, що відповідають за господарсько цінні ознаки сортів пшениці, дозволяють проводити добір на рівні індивідуальної рослини або селекційних ліній, в результаті чого зростає роль ДНК-технологій в прискоренні процесу селекції.
На сьогодні використання молекулярних маркерів є одним з найбільш ефективних методів ДНК-профілювання генотипів рослин, оцінки їх генетичної різноманітності та спорідненості між ними. Завдяки своїй простоті та високій ефективності цей метод досить широко застосовується в різних лабораторіях світу і є об'єктом стандартизації міжнародних інституцій – ISTA (International seed testing association, Міжнародна асоціація з контролю за якістю насіння), UPOV.

Відомо, що згідно вимог Світової Організації Торгівлі (СОТ), генетична однорідність сортів пшениці є однією з основних передумов для їх реєстрації за кордоном. Саме генетична неоднорідність, яка суперечить міжнародним вимогам – один з головних факторів, що стримують або ж блокують реєстрацію українських сортів та гібридів за кордоном.  Більшість вітчизняних сортів пшениці відносяться до гетерогенних, представлених декількома генотипами самозапильних культур, які непридатні для правового захисту за кордоном відповідно до положень ВОС–тесту UPOV. Сорти пшениці, що характеризується унікальним сполученням алелів генів, відповідальних за вираженість агрономічно важливих ознак є об’єктом особливої форми інтелектуальної власності. Авторські права на сорти охороняються відповідними міжнародними угодами і законодавчими актами держави. У зв’язку з цим диференціація, ідентифікація та реєстрація сортів за допомогою молекулярних маркерів набуває особливої актуальності. 

До поширення в Україні допускаються сорти, які пройшли державну кваліфікаційну експертизу, придатні для надання прав на них як на об'єкт інтелектуальної власності та задовольняють потребам споживача. Декілька років поспіль аспекти використання молекулярних маркерів у системі диференціації та ідентифікації нових сортів рослин обговорюються в UPOV (Міжнародна організація із захисту прав на нові сорти рослин). Головними критеріями добору молекулярних методів для диференціації сортів є: відтворюваність даних ДНК-типування між лабораторіями, повторюваність у часі, дискримінаційна здатність, можливості для створення бази даних, розробленість методології. За цими критеріями серед інших показана доречність використання мікросателітного аналізу (МС-аналізу), який більш ніж 15 років широко застосовується в селекції рослин і геномних дослідженнях, є основою картування генів і локусів якісних ознак, визначення філогенетичних зв’язків.
За МС-маркерами можна визначати не тільки однорідність сорту, але й алельний стан окремих агрономічно важливих генів. Встановлення асоціацій алелів МС-локусів і господарсько цінних ознак пшениці в певних кліматичних умовах здійснюється з метою підвищення продуктивності та якості зерна пшениці м’якої. Тому пошук асоціацій алелів МС-локусів з господарсько цінними ознаками у генотипів, адаптованих до місцевих умов вирощування, є доволі актуальною проблемою.
Метою роботи було дослідити молекулярно-генетичний поліморфізм сучасних сортів пшениці м’якої озимої та асоціації алелів МС-локусів і господарсько цінних ознак.
Структура роботи Дисертаційна робота викладена на 248 сторінках комп’ютерного тексту та включає 19 таблиць, 28 рисунків. Вона складається з вступу, семи розділів, висновків, практичних рекомендацій, списку літератури (182 джерела) та додатків. 
 Дисертація починається із вступу, в якому викладено актуальність теми дослідження, і який продовжується оглядом літератури, що присвячений сучасним напрямам молекулярно-генетичних досліджень геному пшениці м’якої озимої (Triticum aestivum L.). У цьому розділі систематизовано інформацію щодо молекулярно-генетичної організації геному пшениці м’якої озимої, зокрема зосереджено увагу на мікросателітах (МС) як на особливому класі послідовностей ДНК. Охарактеризовано молекулярні маркери, основні типи та галузь їх застосування, наведено інформацію про використання МС-аналізу для молекулярно-генетичних досліджень геному пшениці м’якої озимої.  В цьому розділі також розглянуто морфологічний та молекулярно-генетичний методи диференціації для захисту нових сортів пшениці м’якої озимої,  визначено критерії охороноздатності (ВОС-тест: відмінність, однорідність, стабільність), описано впровадження молекулярно-генетичного аналізу в експертизу сортів. Також у розділі наведено інформацію щодо виявлення асоціацій алелів мікросателітних локусів з агрономічними та морфологічними ознаками, описано проблеми диференціації сучасних сортів пшениці, особливо тих, що походять з одного селекційного центру.
У другому розділі «Матеріали та методи дослідження» наведено характеристику рослинного матеріалу, що включено до аналізу, схему польового експерименту, описано методику виділення рослинної ДНК та визначення її концентрації, проведення полімеразної ланцюгової реакції з праймерами до 17 МС-локусів, описано процедуру проведення електрофоретичного розділення ампліконів в агарозному та поліакриламідному гелях. Також в цьому розділі охарактеризовано господарсько цінні ознаки, що були залучені у аналіз досліджуваних сортів пшениці, статистичні методи аналізу із зазначенням інформації про програмне забезпечення, яке використовувалося у роботі.  
Результати власних досліджень викладено у розділах 3-6, а розділ 7 присвячений аналізу та узагальненню отриманих результатів. У розділі  «Аналіз генетичного різноманіття сучасних українських сортів пшениці м’якої озимої» описаний молекулярно-генетичний поліморфізм сортів пшениці м’якої озимої селекції Селекційно-генетичного інституту – національного центру насіннєзнавства та сортовивчення НААН України (СГІ – НЦНС) 2003 – 2013 років реєстрації. Зокрема охарактеризовані внутрішньосортова гетерогенність сучасних сортів пшениці м’якої озимої, розподіл частот алелів МС- локусів у досліджених сортів, проведено кластеризацію та паспортизацію сортів пшениці м’якої озимої за даними мікросателітного аналізу. Автором встановлено, що в цілому у 48 досліджених сортів пшениці детектовано 114 алелів за 17 високополіморфними МС-локусами, при цьому кількість алелів на локус варіювала в діапазоні від 4 до 10, із середнім значенням 6,71. Середнє значення індексу поліморфності PIC склало 0,67 та варіювало від 0,48 до 0,84. Загалом було виявлено 172 генотипи. Встановлено, що 41 проаналізований сорт виявився гетерогенним за 1 – 14 дослідженими МС-локусами, в той же час 5 сортів були гомогенними за результатами МС-аналізу 17 високополіморфних МС-локусів. Для визначення генетичної подібності досліджуваних сортів пшениці автором були розраховані генетичні дистанції та проведений  кластерний аналіз. Як підсумок – всі досліджені сорти були диференційовані та ідентифіковані на дендрограмі. 
У розділі «Моделювання системи мікросателітних маркерів для забезпечення однозначної диференціації та ідентифікації сортів пшениці» автором досліджено алельний склад МС-локусів 49 ліній, виділених із сортів пшениці м’якої озимої селекції СГІ-НЦНС. Було показано, що для однозначної диференціації та ідентифікації сортів достатньо обрати шість – вісім найбільш інформативних МС-локусів. Також було відібрано 26-35 сортів, що могли б скласти колекцію сортів-еталонів, носіїв усіх алелів, виявлених за 17 МС-локусами, які притаманні сортам СГІ – НЦНС.
У розділі «Виявлення зв’язку між поліморфізмом сортів за алельним складом мікросателітних локусів та низкою господарсько цінних ознак» здійснено диференціацію та ідентифікацію ліній сортів пшениці за молекулярно-генетичною характеристикою алельного складу МС-локусів та за низкою господарсько цінних ознак. Кластеризація за результатами молекулярно-генетичного аналізу МС-локусів допомогла висвітлити внутрішню генетичну структуру сортів, розділити їх на сорти лінійного типу та гетерогенні, які складаються з одного – п’яти генотипів. Серед гетерогенних сортів знайдено такі генотипи окремих рослин, які значно відрізнялися від решти досліджених генотипів цього ж сорту. Дисертантом встановлено, що інформація, отримана двома групами методів диференціації та ідентифікації сортів пшениці за МС-аналізом та за низкою господарсько цінних ознак пшениці, є незалежною. Таким чином, з точки зору характеристики та опису матеріалу молекулярні та традиційні (за морфологічними ознаками) методи аналізу доповнюють один одного.
Під час пошуку кореляцій міжсортових дистанцій, оцінених за мікросателітними маркерами та господарсько цінними ознаками, для визначення ступеню подібності дендрограм, побудованих за мікросателітними маркерами та господарсько цінними ознаками, автор роботи порівнювала між собою відповідні матриці дистанцій (Мантель тест). Результати показали повну відсутність відповідності між двома методами диференціації сортів пшениці м’якої озимої. Автор стверджує, що пояснення полягає у тім, що деякі з використаних МС-локусів можуть мати генетичну локалізацію, відмінну від локалізації генів, що відповідають за господарсько цінні ознаки, бо відомо, що більшість господарсько цінних ознак є полігенними. Крім того, характеристика за алельним складом МС-локусів є кількісною, тоді як за господарсько цінними ознаками – може бути як кількісною, так і якісною.
Згідно з метою дослідження потрібно було виявити істотні асоціації між МС-маркерами та господарсько цінними ознаками пшениці, які можуть бути використані для застосування в молекулярній генетиці та селекції рослин для ефективного скринінгу генотипів пшениці з поліпшеними ознаками, достатніми для підвищення врожайності пшениці. Автором роботи встановлено, що МС-маркер Xgwm186-5A був статистично значимо пов'язаний з усіма аналізованими ознаками й характеризувався стабільністю протягом одного – чотирьох сільськогосподарських років для різних господарсько цінних ознак пшениці. Це свідчить про селекційну та адаптивну цінність певних алелів цього МС-локусу для умов Півдня України. МС-маркери, які були значно асоційованими та статистично значимими в різні сільськогосподарські роки можуть бути корисні та придатні для селекції за допомогою маркерів в рамках програм селекції пшениці України.
У розділі «Аналіз та узагальнення результатів» у стислій формі узагальнені результати дослідження, сформульовані подальші напрямки роботи.
Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Дослідження виконувалось у відділі загальної та молекулярної генетики СГІ – НЦНС (до квітня 2012 р. – відділ молекулярної генетики Південного біотехнологічного центру в рослинництві НААН) протягом 2009-2014 років в межах НТП УААН «Сільськогосподарська біотехнологія» 2006–2010 рр. за завданням 01.19. «ДНК-типування сортів пшениці за мікросателітними локусами» (№ державної реєстрації 0106U002664); в межах ПНД НААН «Сільськогосподарська біотехнологія» 2011–2015 рр., підпрограма 1. «Поліпшення генотипів рослин з використанням досягнень сучасної біотехнології» за завданням 23.01.01.03.Ф «ДНК-технології ідентифікації сортів, ліній, гібридів сільськогосподарських культур, розробка молекулярно-генетичних паспортів та поповнення бази даних ДНК-типування» (№ державної реєстрації 0111U006104).
Новизна дослідження та одержаних результатів. Під час виконання роботи було досліджено алельне різноманіття за МС-локусами на виборці сучасних сортів Півдня України. Визначені молекулярно-генетичні характеристики, диференційовані та ідентифіковані сучасні сорти пшениці селекції СГІ – НЦНС 2003 – 2013 років реєстрації за алельним складом МС-локусів. Досліджена внутрішньосортова гетерогенність та розподіл частот алелів МС-локусів, проведена паспортизація сучасних сортів пшениці м’якої озимої за даними алельного складу МС-локусів. Виявлені асоціації алельного складу МС-локусів і господарсько цінних ознак у генотипів сортів, адаптованих до умов вирощування Півдня України. Здійснене моделювання мінімально необхідної кількості МС-маркерів для забезпечення однозначної диференціації та ідентифікації сортів пшениці із спільним походженням з одного селекційного центру.
Теоретичне значення результатів дослідження. Досліджене алельне різноманіття за МС-локусами на виборці сучасних сортів Півдня України. Визначені молекулярно-генетичні характеристики, диференційовані та ідентифіковані сучасні сорти пшениці селекції СГІ – НЦНС 2003 – 2013 років реєстрації за алельним складом МС-локусів. Досліджена внутрішньосортова гетерогенність та розподіл частот алелів МС-локусів, проведена кластеризація та паспортизація сучасних сортів пшениці м’якої озимої за даними алельного складу МС-локусів. Виявлені асоціації алельного складу МС-локусів і господарсько цінних ознак у генотипів сортів, адаптованих до умов вирощування Півдня України. Здійснене моделювання мінімально необхідної системи МС-маркерів для забезпечення однозначної диференціації та ідентифікації сортів пшениці із спільним походженням з одного селекційного центру.

Практичне значення результатів дослідження полягає у встановленні асоціацій алельного стану МС-локусів і господарсько цінних ознак пшениці, що надає можливість рекомендувати певні МС-маркери для використання в селекції. Створені у дисертаційній роботі мінімально необхідні робочі набори МС-маркерів, що близькі за диференційною здатністю та складаються з шести – восьми МС-локусів, рекомендовано використовувати для проведення  диференціації та ідентифікації сортів із спільним походженням з одного селекційного центру. Практичне значення роботи полягає у використанні отриманих результатів і розроблених методичних підходів для досліджень в галузі молекулярної генетики та селекції пшениці.
Ступінь обгрунтованості та достовірності положень, висновків і рекомендацій, сформульованих у дисертації В цілому роботу характеризує високий науково-методичний рівень досліджень. Застосовані методи молекулярно-генетичного та морфометричного аналізів, а також методи статистичної обробки даних є сучасними та загальноприйнятими у світовій практиці генетико-селекційних досліджень. Положення та висновки, сформульовані у дисертації, ґрунтуються на великому експериментальному матеріалі. У більшості випадків вони викладені коректно та обґрунтовані.
Повнота викладу матеріалів дисертації в опублікованих працях та авторефераті. Результати дослідження, викладені у дисертаційній роботі, знайшли своє відображення у наукових працях, оприлюднених автором у рецензованих фахових виданнях. Автор має 24 публікації, з них 6 статей у фахових виданнях (одна у зарубіжному виданні),  18 тез доповідей за результатами міжнародних та національних конференцій. Автореферат відображає основний зміст та структуру дисертації.
Недоліки дисертації та автореферату щодо їх змісту та оформлення. В цілому дисертація та автореферат написані гарною науковою мовою, просліджується чіткість та логіка викладення матеріалу. В той же час у  дисертації та авторефераті є певні недоліки:
1. В дисертації зустрічається певна кількість орфографічних та стилістичних помилок, зокрема «одного від одного» (стор. 18) замість «один від одного»; «…було визначили філогенетичну спорідненість..» (стор. 46) замість «…було визначено філогенетичну спорідненість…»; вираз «..числа алелів на локус» (стор. 66) слід писати «…кількість алелів на локус» і.т.і.

2.  Не погоджуюсь в Розділі 2 на стор. 57 з виразом «… Калібровку молекулярної маси виконували з використанням стандартів молекулярної маси pUC19 DNA / MspI та 100 bp DNA Ladder». По суті дисертант працював не з молекулярними масами, а з довжинами фрагментів, які визначаються у п.н.. У Зв’язку з цим на стор.62 і всюди по тексту вираз «… алеля з визначеною молекулярною масою», слід замінити на вираз «…алель з визначеною довжиною фрагмента».
3. Назву таблиці 2.2 на стор. 54 «Опис використаних мікросателітних праймерів до локусів пшениці м’якої озимої» слід замінити на «Опис використаних праймерів до мікросателітних локусів пшениці м’якої озимої».
4. На стор. 104  «…наші результати отримані на лініях із 49 сортів пшениці» не є вірним, оскільки кількість сортів складає 48.
5. В авторефераті не зовсім вдало екстракцію та очищення ДНК (стор. 3) віднесено до молекулярно-генетичних методів дослідження. На мою думку це є окремий етап роботи, і саме так він представлений у дисертації. 
6. Постає питання, чому автор використав саме ці 17 МС локусів, які були запропоновані М.Röder (1998), а не інші? Наскільки мені відомо МС локусів для пшениці існує безліч.

7. На стор. 5 не розшифровано, що за «Держслужба» займається аналізом сортів в Україні. Слід було б навести повну її назву.
8. На стор. 7 автореферату наведено інформацію, що «… МС-локус Xgwm186-5А показаний фланкуючим маркером для QTL QYr.osu-5A для стеблової іржі, спричиненою Puccinia striiformis, що також асоційована з геном, який фланкується МС-маркерами Xbarc165-5А та Xbarc40-5А». Хто це встановив? Немає посилання.

9. В роботі кластеризація сортів не підкріплена бутстреп-аналізом (дивись дисертацію та автореферат).
10. На стор 16. автореферату під табл.3 наводяться слова: «….збільшення величини ознаки «дата колосіння» означає більш пізнє колосіння». В той же час інформація про «дату колосіння» в таблиці відсутня. 

Рекомендації щодо використання результатів дисертаційних досліджень в практиці. Результати роботи мають важливе значення і можуть бути використані у сучасних генетико-селекційних дослідженнях пшениці зокрема для диференціації сортів пшениці, а також можуть бути корисними для потреб сортовивчення, контролю селекційних та насіннєвих розсадників. Виявлені статистично значимі асоціації алельного стану МС-локусів і низки господарсько цінних ознак пшениці рекомендується брати до уваги при доборі з метою підвищення ефективності селекції.
[image: image1.jpg]BHCHOBOK 1IpO  BIANOBIJHICTh _JMCEpTallil BCTAHOBJIEHHUM BHUMOTaM, SKi

P ABIAIOTHCS 0 HAYKOBOI'O CTYIEHs KaHIuaaTa 0i0J0riYHUX HAYK

Jucepramitina pobora Komecank 0.0. «MoJieKyJIsipHO-TeHeTHYHMI
noaiMopgizMm  copriB  mmeHHHni M'Akoi  o3uMOI Ta acomiamii  aJjeJiiB
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HAYKOBUM JIOCJIIKECHHSIM, HpoﬁeneHHM Ha BHCOKOMY PpIBHI 13 3aCTOCYyBaHHSAM
CY4YaCHUX MOJEKYIIPHO-IeHETUYHUX, MOPHOMETPUUYHNX Ta CTATUCTUYHUX METOIIB
a”anizy. Pobora € 3aBepienum HayKoBHM JIOCIIIJDKEHHSIM, IO LIJIKOM BiAIOBifae
Bumoram 1. 11 «llopsinky mpucykeHHs HayKOBHX CTYIIEHIB...», 3aTBEPKEHOTO
nocraHoBoto Kabinery Minictpie Ykpainu Bin 24.07.2013 p. Ne567, a ii aBrop,
Konecnuk Omnpsra OnexcanapiBHa 3acnyr0By€ IPUCY/DKEHHST HAyKOBOI'O CTYIIEHS

KaHauaara 010J0TYHUX HaYyK 3a crerjanbHicTio 03.00.22 — MOJIEKYJISIpHA I'eHEeTHKA.
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