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ВІДЗИВ
офіційного опонента  на дисертацію Карелова Анатолія Валерійовича «Поліморфізм генів стійкості до грибних захворювань у сортів пшениці м’якої української селекції» представлену на здобуття наукового ступеня  кандидата біологічних наук  за спеціальністю   03.00.22 – молекулярна генетика.
Актуальність теми дисертаційної роботи. Пшениця   є однією з найважливіших продовольчих культур у світі і України зокрема, оскільки продукти переробки її зерна  становлять основу харчового раціону населення нашої держави.    Серед чинників, які не дають змогу реалізувати генетично детермінований потенціал урожайності сортів пшениці, чільне місце займають хвороби, зокрема викликані біотрофними та некротрофними  грибними патогенами. Пшеницю уражують понад 100 хвороб, із них половину становлять саме грибні. У світі від ураження  хворобами,  викликаними грибними патогенами втрачається близько 20% урожаю зерна пшениці. Щодо України, то ця цифра значно вища. Втрати від них можуть становити 15-20%, а в окремі роки епіфітотій – до 40-60% урожаю. Погіршується також якість продукції, одержаної із зерна уражених рослин. У зв’язку із широким впровадженням інтенсивних технологій, і як наслідок, порушенням екологічної рівноваги в агроценозах, в Україні останнім часом все частіше виникають вогнища та зростає поширення  грибних хвороб. 
Проблема стабільного одержання достатнього обсягу якісної і екологічно чистої продукції пов’язана з вирощуванням стійких сортів. За такого підходу створюється значний резерв у підвищенні валового збору зерна, а також зменшується забруднення навколишнього середовища. Однак, не зважаючи на це, в Україні землі, які засіваються стійкими сортами, не перевищують 15% всієї посівної площі. Відомо, що отримання стійких сортів пов’язане з рядом труднощів. Основною проблемою сучасної селекції на стійкість до фітопатогенів є забезпечення селекційного процесу донорами генів стійкості до хвороб. 
В останні роки у світі особливу увагу приділяють генам горизонтальної стійкості до грибних фітопатогенів. Ці гени поодинці не забезпечують значного рівня захисту рослин, проте вони полегшують перебіг захворювання і за рахунок цього зменшують втрати урожаю. До того ж вони не втрачають властивостей з часом, хоча і впроваджені в сорти, які культивуються на значних площах. У світі широко використовується «пірамідування» цих генів – накопичення факторів помірної стійкості в окремих сортах чи лініях пшениці, що, по-перше, забезпечує сумарну стійкість до багатьох фітопатогенів на значному рівні а, по-друге, не впливає на показники урожайності та хлібопекарські якості. Разом з тим,  для українського генофонду пшениці м’якої генетичні передумови помірної стійкості до грибних фітопатогенів вивчені недостатньо. У зв’язку з цим,  дисертаційна  робота  Карелова А.В.,  присвячена дослідженню генофонду українських сортів пшениці м’якої за допомогою молекулярних маркерів генів стійкості до грибних патогенів, вивченню закономірностей комбінування алелів у сортах залежно від кліматичної зони створення та року районування, встановленню їх впливу на фенотипічні ознаки є безумовно актуальною і практично значимою, оскільки такі експериментальні роботи надають важливий фактичний матеріал як для подальшого розвитку  молекулярної генетики даної культури, так і   для практичного використання  у селекції.  

  У дисертаційній роботі чітко визначені ідея досліджень, робоча гіпотеза та логіка постановки експериментів. Вона  має класичну структуру та  складається   зі вступу, огляду літератури, розділу «Матеріали та методи досліджень», п’яти розділів результатів власних експериментальних досліджень та їх обговорень, узагальнюючого розділу, висновків, практичних рекомендації  та чотирьох додатків на 26 сторінках машинописного тексту. Повний обсяг дисертаційної роботи складає 178 сторінок  тексту, включаючи 2 таблиці та 33 рисунки. Список використаної літератури включає 296 джерел. 
У розділі «Огляд літератури»   висвітлено сучасні погляди на молекулярно-генетичні передумови стійкості пшениці до біотрофних та некротрофних грибних хвороб. Наведено приклади добре досліджених генів стійкості, а також найбільш перспективних і широко впроваджених у світовий генофонд пшениці. Розглянуто молекулярні маркери генів стійкості та їх вплив на господарсько-корисні ознаки. Детально охарактеризовано обрані для дослідження гени стійкості, наведені генетичні та фізичні карти ділянок хромосом, на яких воги локалізовані.
       У розділі «Матеріали і методи » детально описано умови проведення експериментів: рослинний матеріал, представлений сучасними сортами пшениці озимої м’якої української селекції Степової та Лісостепової зон України,  методики  виділення сумарної ДНК  та  проведення  полімеразної ланцюгової реакції з праймерами до визначених локусів, а також  методи  статистичної обробки даних. 

 У  розділі «Алельний стан генів стійкості до біотрофних грибних патогенів»  представлено результати досліджень 282 сортів української селекції  за допомогою маркерів гена Lr34/Yr18/Sr57/Pm38/Bdv1 та 176 сортів за допомогою маркера csSr2, гена Sr2/Lr27Pbc. Показано, що найбільша частка (53,5%) асоційованого зі стійкістю алеля  Lr34+ маркерів гена Lr34/Yr18/Sr57/Pm38/Bdv1 припадає на сорти, створені у Степовій зоні; 42,5% сортів із алелем  Lr34+ у Лісостеповій зоні, а 10,5 % припадає на ярі сорти. Встановлено зв’язок між алельним станом гена Lr34/Yr18/Sr57/Pm38/Bdv1 та кліматичною зоною створення сортів  і типом розвитку. Показано, що частка сортів, у яких був виявлений асоційований зі стійкістю алель Hope складає 1,1% або 2 сорти з 176 проаналізованих, а саме сорти Харківська 6 і Харківська 12 (селекція Інституту рослинництва ім. В.Я. Юр’єва). У 104 сортів із проаналізованих був виявлений алель Marquis, що становить 59,1%. Частка сортів пшениці, у яких було знайдено алель Marquis, відносно загальної кількості проаналізованих за кліматичною зоною створення та з різними типами розвитку становить: для озимих сортів Лісостепу – 56,67%, для озимих сортів Степу – 63,51%, для ярих сортів – 73,33%. Виявлено зв’язок між алельним станом гена Sr2/Lr27Pbc та кліматичної зоною створення озимих сортів пшениці. Генотип Lr34+/Marquis було визначено у 38,7% сортів Степової зони, 14,7% сортів Лісостепової зони та 8,8% ярих сортів. 
У розділі « Алельний стан генів чутливості до токсинів некротрофних грибних патогенів» представлено результати досліджень  282 сортів української селекції за допомогою молекулярних    маркерів генів 
Tsn1  та Tsn2.  Для дослідження алельного стану гена Tsn1 в українських сортах пшениці використано маркер fcp623. Встановлено, що частка алеля tr маркера fcp623 за проаналізованими вибірками сортів складає 70,33% для сортів озимої пшениці Степової зони України, 49,48% – для озимої пшениці Лісостепової зони України, 75,53% – для ярих сортів різних кліматичних зон. Визначено наявність зв’язку  алельного стану гена Tsn1 та кліматичної зони створення озимих сортів. Показано, що частки сортів із алелем tsr маркера BE444541 за проаналізованими вибірками сортів складають: 95,7% для сортів озимої пшениці Степової зони України, 58,7% – для озимої пшениці Лісостеповій зоні України, 47,9% – для ярих сортів різних кліматичних зон. Для озимих сортів встановлено зв’язок між кліматичною зоною створення та алельним станом гена Tsc2.  Комбінація алелів tr/tsr генів чутливості до токсинів некротрофних грибів була визначена у 66,3% сортів пшениці озимої м’якої Степової зони, 28,9% сортів пшениці озимої м’якої Лісостепової зони та 27,7% сортів пшениці ярої м’якої різних кліматичних зон.

У розділі « Алельний стан гена  TDF_076_2D помірної стійкості до фузаріозу колоса» представлено результати досліджень  270 сортів української селекції за допомогою молекулярного     маркера гена INDEL1 гена TDF_076_2D. Визначено, що частки алеля 1 маркера INDEL1 за проаналізованими вибірками сортів складають: 48,8% для сортів озимої пшениці Степової зони України,  74,6% – для озимої пшениці Лісостепової зони і 88,8% – для ярих сортів різних кліматичних зон. Розроблений екзон-специфічний молекулярний маркер TDF_076_2D_exsp. Встановлено повну відповідність результатів за маркером INDEL1 та екзон-специфічним маркером. Показано, що маркер INDEL1 здатен точно передбачити мономорфний стійкий алель гена TDF_076_2D та стійкий алель Capo. За допомогою розробленого маркера TDF_076_2D_exsp є можливим  визначення гетерозиготи за геном, що  важливо за відбору рослин на ранніх етапах селекції.  Виявлено зв’язок між ознаками алельного стану гена TDF_076_2D та зони вирощування для озимих сортів. 

У розділі «Зв’язок досліджених генів  із фенотипічними ознаками» представлено результати досліджень  зв’язку алельних станів  генів стійкості до біотрофних та некротрофних патогенів  із фенотипічними ознаками середнього врожаю сортів у сортовипробуванні та середнього балу польової стійкості до деяких біотрофних фітопатогенів. Встановлено відсутність впливу досліджених генів стійкості на урожай сортів озимої пшениці. Визначено можливий позитивний вплив алеля нечутливості до токсину Б      P. tritici-repentis гена Tsc2 на стійкість до бурої іржі для сортів Лісостепової зони. 
У розділі « Особливості поліморфізму досліджених генів стійкості залежно від року районування  та рекомендованого регіону вирощування» представлено результати досліджень поліморфізму досліджених генів стійкості у сортів пшениці різних років районування  та залежно від рекомендованого регіону їх вирощування. Встановлено зв’язок між роком районування та алельним станом гена Tsn1 для сортів селекції Селекційно-генетичного інституту, алельним станом гена Tsc2 для сортів Лісостепової зони, озимих сортів різних кліматичних зон, сортів м’якої пшениці української селекції; алельним станом гена Sr2/Lr27/Pbc для сортів Степової зони, наявністю/відсутністю алеля Lr34- для ярих сортів різних зон. Для сумарної вибірки озимих сортів та всього проаналізованого матеріалу м’якої пшениці спостерігається більша частка сортів районованих після 1995 р. із алелем tsr. Для сортів селекції СГІ, районованих після 1995 р., також спостерігається достовірно більша частка сортів із алелем Marquis гена Sr2/Lr27/Pbc. За даними щодо ярих сортів спостерігали зменшення до нуля кількості сортів, мономорфних за алелем Lr34+, зареєстрованих після 1995 р.

Виявлено зв’язок між алельним станом гена Tsn1 та рекомендаціями щодо вирощування в зонах Лісостепу і Полісся для озимих сортів селекції СГІ; між рекомендаціями з вирощування в зоні Степу та алельними станами генів Tsc2  та TDF_076_2D  для озимих сортів різних кліматичних зон; між алельним станом гена Lr34/Yr18/Sr57/Pm38/Bdv1 та рекомендаціями щодо вирощування в Степовій     і Лісостеповій зонах (для наявності/відсутності алеля Lr34+ )  для сортів селекції Миронівського інституту пшениці, Інституту фізіології рослин і генетики та Інституту землеробства; між алельним станом гена Sr2/Lr27/Pbc та рекомендаціями з вирощування в зоні Лісостепу для сортів селекції СГІ,  ІФРіГ і ІЗ,  а також із рекомендаціями щодо вирощування в зоні Полісся для озимих сортів різних кліматичних зон. 

           У розділі «Аналіз і узагальнення результатів досліджень» стисло і чітко узагальнені результати експериментальної роботи, які підтверджують обгрунтованість робочої гіпотези автора.
Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Робота виконувалась в межах науково-технічних інноваційних проектів ДУ «Інститут харчової біотехнології та геноміки НАН України» «Впровадження методів, що базуються на проведенні полімеразної ланцюгової реакції, для виявлення генів стійкості до бурої іржі у пшениці» (2010 р., № держреєстрації 0110U003338) та «Впровадження молекулярно-генетичних методів виявлення генів стійкості до стеблової іржі у пшениці» (2011 р., № держреєстрації 0111U002784) а також бюджетних тем лабораторії екологічної генетики рослин та біотехнології Інституту захисту рослин НААН «Визначення впливу на фенотип інтрогресій в геномі м'якої пшениці та дослідження за маркерними локусами диких родичів пшениці як потенційного джерела генів стійкості» (2006-2010 рр., № держреєстрації 0106U002708), «Ефекти присутності інтрогресій в геномі пшениці та її різноманіття за маркерними локусами та генами стійкості» (2011-2015 р.р., № держреєстрації 0111U004582).

  Новизна дослідження та одержаних результатів. Дисертаційна робота є оригінальним та завершеним дослідженням у якому  автором  вперше   за допомогою молекулярно-генетичних маркерів генів широкої стійкості до біотрофних грибних та вірусних фітопатогенів Lr34/Yr18/Sr57/Pm38/Bdv1, небезпечних грибних фітопатогенів Sr2/Lr27/Pbc охарактеризовано генофонд пшениці м’якої української селекції. Досліджено поліморфізм генів чутливості пшениці м’якої до токсинів некротрофних грибів Tsn1 і Tsc2 та помірної стійкості до фузаріозу колоса TDF_076_2D. Визначено відсутність впливу алелів стійкості цих генів на показники урожайності та вплив гена Tsc2 на середній бал польової стійкості до певних біотрофних фітопатогенів. Досліджено закономірності комбінацій алелів генів стійкості у рослин сортів пшениці м’якої залежно від кліматичної зони створення, типу розвитку, року районування та їх зв’язок із рекомендованими регіонами вирощування сортів пшениці м’якої української селекції.

Теоретичне значення результатів досліджень. Дослідження,  проведені автором, вносять суттєвий вклад у розвиток  генетики рослин, зокрема  популяційну та молекулярну генетику пшениці м’якої озимої,  надають нові перспективи для вирішення фундаментальних питань  дослідження генетичного різноманіття  виду Triticum aestivum  L. Результати, наведені у дисертації,  поглиблюють та розширюють уявлення про  структурно-функціональну мінливість геномів рослин, зокрема  внутрішньовидового поліморфізму пшениці м’якої. 
Практичне значення результатів досліджень полягає у розробці умов мультиплексної ПЛР при використанні праймерів, які фланкують маркери SNP12 та ISBP1, що дозволяє максимально точно визначити стійкість, асоційовану з геном Lr34/Yr18/Sr57/Pm38/Bdv1. Підібрано умови ПЛР для дослідження алельного стану гена Tsc2 з використанням маркера BE444541. За нуклеотидними послідовностями різних алелів гена TDF_076_2D розроблено екзон-специфічний маркер TDF_076_2D_exsp та підібрано умови ПЛР з використанням полімерази гарячого старту. Визначено сорти, які можуть бути джерелами комбінації алелів стійкості генів Lr34/Yr18/Sr57/Pm38/Bdv1 та TDF_076_2D і алелів нечутливості до токсинів генів Tsn1 та Tsc2 для отримання сортів із цінним набором ознак стійкості. Встановлено українські сорти пшениці м’якої, які можуть бути джерелами обумовленої геном Sr2/Lr27/Pbc помірної стійкості до особливо шкодочинної раси стеблової іржі Ug99.

Ступінь обгрунтованості та достовірності положень, висновків і рекомендацій, сформульованих у дисертації. Дисертант пpoaнaлiзyвaв значний  мacив дaниx лiтepaтypи з  молекулярно-генетичних досліджень  генів стійкості пшениці до біотрофних та некротрофних грибних хвороб.  Автором доведена  важливість вивчення   молекулярно-генетичних маркерів для їх практичного застосування  в генетико-селекційних  дослідженнях пшениці. 
Понад 80 відсотків використаних літературних джерел – публікації останніх років.  Це  дaлo змoгy обґрунтувати вибip тeми наукової poбoти тa мeтoдичниx пiдxoдiв для peaлiзaції пocтaвлeниx зaвдaнь.  
  Логічне та конкретне планування досліджень дозволило пошукачу виконати поставлені завдання і одержати значний обсяг експериментального матеріалу.  Пpи викoнaннi poбoти диcepтaнтoм зacтocoвaнo  cyчacні мeтoди досліджень, a caмe: молекулярно-генетичні методи (екстракція та очищення ДНК, полімеразна ланцюгова реакція (ПЛР), електрофорез продуктів ампліфікації ДНК;  статистичні методи. 
Наукові результати дисертації отримано на підставі аналізу чималого фактичного матеріалу, з використанням сучасних і адекватних поставленим завданням методів досліджень. Достовірність результатів підтверджується відповідною статистичною обробкою. Тому, вважаю, що наукові положення дисертації, її висновки є цілком обґрунтованими, мають значне практичне й теоретичне значення і  відповідають високому науковому рівню роботи.

   Повнота викладу матеріалів дисертації в опублікованих працях і авторефераті. Maтepiaли диcepтaцiї вiдтвopeнi в пyблiкaцiяx aвтopa i знaйшли нaлeжнe виcвiтлeння нa мiжнapoдниx нayкoвиx фopyмax. Зокрема, за матеріалами дисертаційної роботи опубліковано  23  роботи, які включають 11 статей (із них 7 опубліковано у фахових виданнях), 11 тез міжнародних та національних наукових конференцій та одні методичні рекомендації. Основні положення дисертаційної роботи були представлені  на  11   наукових конференціях.  
Недоліки дисертації та автореферату щодо їх змісту та оформлення.

       Стосовно оформлення дисертації: матеріал викладено чітко і логічно, науковою мовою, доцільно проілюстровано рисунками.  Проте слід зазначити деякі слабкі місця представленої роботи:
1. Текст дисертації містить значну кількість пропущених слів, орфографічних та стилістичних  помилок, зокрема  «Урбановічем» (с.5) , хоча автором є Оксана Урбановіч;   «епідемій» (с.7) замість епіфітотій, оскільки у рослин епідемій не буває;  «шкодочинна до гена» (с.16) замість шкодочинна для роснин; «патогенність до гена» (с.17) « алельний стан локусу» (с.19) замість «алельний стан гена»; «експресія локусу» (с.22) замість експресія гена; «наслідування (с.31) замість успадкування;  « праймери, специфічні до поліморфізмів ( с. 40), «сорти озимої селекції» (с.99)   і т.і.   
2. Не зовсім коректна назва розділу « Особливості поліморфізму досліджених генів стійкості залежно від року районування  та рекомендованого регіону вирощування», оскільки районуються не гени стійкості, а конкретні сорти, рослини яких несуть визначенні  алелі генів стійкості.
3. Не зрозуміло, чому сорт Зимоярка ( оригінатор Інститут фізіології рослин і генетики НАН України) віднесено до озимих форм? Цей сорт є дворучкою і в України, в основному, вирощується як ярий. 

4. Не зовсім коректні підписи до рисунків,  «результати  ПЛР…», оскільки ПЛР- це метод аналізу, а на рисунках наведено    електрофореграми продуктів ампліфікації  ДНК  з праймерами, що фланкують  певні  маркери. 
5. Підпис до рисунка 3.6. не коректний, оскільки в підписі йдеться про почорніння соломини, а на рисунку наведено почорніння колоса. 
6. Підписи до рисунків  краще було б вмістити на  одній сторінці, а не переносити на іншу (наприклад, рис.5.3).
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IIpoTe BKazaHl 3ayBaX€HHsS HE HOCATb TIPUHLHMIIOBOIO XapakTepy | He
3HIDKYIOTh HayKOBOT LIIHHOCTI IMcepTarii.

Pexomengauii 10J0 BHKOPHCTAHHSI Pe3yJabTaTiB auceprauiiHux
pocaizkedb B npaktuui. Omepiani pe3ysibTaTv MalOTh BaKJIMBE 3HAYEHHS SIK
s QyHIaMEHTalbHUX, TaK 1 NPHUKIAJHUX HAMpsMiB MOJEKYJIAPHO! “eHeTUKH
pocnus.  Pesynpratu  pobotm Kapenosa A.B. MoxyTh OyTH BHKOpMCTaHi i
BIIPOBA/KEHI B HAYKOBMX JIOCHIKEHHAX Ta MPUKIAIHUX PO3pOoOKaxX 1HCTUTYTIB,
0 3aMMarOThCss  MUTAHHAMM TEeHETHKH Ta CEeJEKUil ClIbChKOTOCIOAaPChKUX
KyJILTYp, @ TAKOXK Kypcax JEeKUiH 3 MOJEKYJIApHOT reHeTHKH pocint KuiBchkoro
HauloHaneHoro yuisepcurery imeni Tapaca Ilesuenka, JlHinpornerposckkoro,
3anopi3pkoro, JIbBiBCbKOro, Y3KropoAachkoro, XapKiBCbKOro, YepHiBeLbKOro
HalllOHAJbHUX YHIBEPCUTETIB.

BucHoBok npo BiAnoBigHicTh gucepTauii BCTAHOBJIEHHM BHMOram, siKi
npel’IBAAIOTLCH 10 HAYKOBOIO CTYINeHs KaHAuaaTa OioJoridyHHX HAYK.
BBaxaro, 1o 3a 00cCAroM, piBHEM, AakKTYalbHICTIO Ta HAYKOBHUM 3HAYEHHAM
BUKOHaHMX JOCII/DKEHb, pELEH30BaHa aucepTaiiitna poborta ««IloniMopdizm
T€HIB CTIMKOCTI 10 MPUOHUX 3aXBOPIOBAHL Y COPTIB MIUEHUII M SIKOT yKpaiHChKOT
CeJIEKII» € 3aBepIIEHO0 HayKOBO poOOTOFO, LIJIKOM BIAIIOBIZae BUMoram 1. 11
«IlopsaKy NpUCYIKEHHST HayKOBMX CTYIEHIB 1 MPHUCBOEHHS BYEHOrO 3BAHHS
CTapIIOro HAYKOBOTO CITIBPOGITHUKAY», 3aTBEPIKEHOr0 MOCTAHOBOIO Kabinety
Minictpis  Ykpainu Big 24.07.2013 p. Ne 567, a ii aBrop, Kapenos Anartoniii
BajepiiioBuy, 3acilyroBye€ MNpUCY/DKEHHS HayKOBOIO CTYMEHS KaHAW[ara

OlozoriuHux Hayk 3a crieuianshictio 03.00.22 — MoexynspHa reHeTHKA. -

Odinifinuil OroHeHT,
CT. H. CII. BIAJLTY M€HETUYHOI 1HXKeHepil
[HCTUTYTY (1310710TIT POCIMH | TeHETUKH

HAH VYxpainu, 1oKTop 010J1. HayK

O.B. Jly6posHa




