ВІДГУК ОФІЦІЙНОГО ОПОНЕНТА
на дисертацію Жарікової Дар’ї Олександрівни 
«Поліморфізм за локусами, асоційованими з генами Е, 
в українських сортах та лініях сої (Glycine max (L.) Merr.)»
 на здобуття наукового ступеня кандидата біологічних наук за спеціальністю 03.00.22 — молекулярна генетика
Актуальність теми дисертації. Генетичним фактором, що впливає на час цвітіння сої – є гени серії Е (early maturity), які контролюють реакцію рослини на зміну довжини дня, та одночасно зчеплені з низкою інших агрономічно-важливих локусів (QTL). Алельний стан генів фотоперіодичної чутливості в сучасних сортах і лініях сої української селекції наразі є малодослідженим. Вивчення групи генів фотоперіодичної реакції сої із застосуванням мікросателітних та алель-специфічних маркерів сприятиме розвитку робіт з маркер-опосередкованої селекції зі створення сортів із запрограмованим темпом розвитку, що для нашої країни є доцільним та актуальним. 

Метою роботи було визначити за допомогою мікросателітних та алель-специфічних маркерів алелі генів Е1, Е2, Е3, Е4 та Е7 в сортах та лініях сої, створених в різних селекційних центрах України, оцінити їх вплив на агрономічно-важливі ознаки сої при вирощуванні в умовах Правобережного Лісостепу України. Для досягнення мети здобувачем вирішувалися наступні завдання: дослідити поліморфізм за мікросателітними локусами, асоційованими з генами Е1, Е2, Е3, Е4, Е7, в генотипах сучасних українських сортів та ліній сої та визначити алельний стан вказаних генів; за допомогою алель-специфічних маркерів встановити алельний стан генів Е3, Е4, виявити частоти алелів вказаних генів у генотипах сучасних українських сортів та ліній сої; оцінити вплив алелів генів Е на агрономічні ознаки сої при вирощуванні в умовах Правобережного Лісостепу України; оцінити можливість використання панелі застосованих мікросателітних маркерів для диференціювання та паспортизації генотипів сої; дослідити вплив мутагенів, похідних тетрагідротіофен-N-діоксиду3,4-діаміну та тетрагідротіофен-N-діоксиду3,4-піридину на генетичну мінливість в мікросателітних локусах, що асоційовані з генами Е сої, в перспективних селекційних лініях, створених за програмою хімічного мутагенезу в ІКСГП; дослідити експресивність та поліморфізм у сортах і лініях сої за ізоформами ферментів антиоксидантної системи, що беруть участь у відповіді на навколишні чинники і можуть бути пов’язані з генами Е; визначити донорів домінантних та рецесивних алелів генів Е для застосування у схрещуваннях зі створення ранньостиглих / пізньостиглих генотипів сої. 

Зв’язок роботи з державними науковими програмами, планами, темами. Дисертаційну роботу виконано на кафедрі генетики та молекулярної біології біологічного факультету Одеського національного університету імені І.І. Мечникова в межах НДР «Поліморфізм локусів фотоперіодичної чутливості сортів пшениці і сої та залежність їх продуктивності від алельного складу локусів за даними ПЛР-аналізу» (№ ДР 0117U001114, 2017-2019 рр.). 
Оцінка обґрунтованості наукових положень, висновків, рекомендацій. Дисертаційна робота Жарікової Д.О. має теоретичне і практичне значення, виконана на сучасному рівні з використанням методів молекулярної генетики. Здобувачем здійснено статистичний аналіз отриманих даних та проведено їх узагальнення, надані практичні рекомендації щодо застосування отриманих результатів. Виконана робота відповідає спеціальності молекулярна генетика (03.00.22).
Оцінка змісту дисертації та її завершеності. Дисертаційна робота складається зі вступу, трьох розділів основної частини, висновків, узагальнення, 9 додатків та списку використаних джерел. Дисертацію викладено на 230 сторінках друкованого тексту, включає 36 таблиць та 47 рисунків. Список літератури складається із 282 джерел, з них – 203 іншомовних.
У вступі автором дослідження обґрунтовується вибір теми дослідження. В огляді літератури наведено сучасні дані щодо ботанічної та молекулярно-генетичної характеристики сої Glycine max (L.) Merr. Описано локалізацію генів Е1, Е2, Е3, Е4, Е7 та продукти їх експресії, зазначено основні ДНК-маркери, які використовуються для детекції алельного стану генів фотоперіодичної чутливості. Наведено основні напрями селекції сої в Україні з використанням генів чутливості до фотоперіоду, проведено аналіз даних молекулярно-генетичного поліморфізму за локусами Е у світовому генофонді сої, охарактеризовано алельні комбінації за генами фотоперіодичної чутливості, які є оптимальними для помірних широт Північної півкулі. Обґрунтовано актуальність та доцільність проведення досліджень за темою дисертації.
У другому розділі «Матеріали та методи дослідження» наведено характеристику рослинного матеріалу, який використовувався під час виконання роботи, описані молекулярно-генетичні методи, серед яких виділення рослинної ДНК, ПЛР-аналіз, електрофоретичне фракціонування в агарозному та поліакриламідному гелях, параметри візуалізації фрагментів ампліфікації, методи алозимного та статистичного аналізу тощо.
В третьому розділі власне описані результати досліджень за темою дисертації. Здобувачем наведено результати мікросателітного профілювання  сортів сої різних селекційних центрів України. Було використано молекулярні маркери Satt100, Satt229, Satt319, Satt354, Satt365 та Sat_038, які фланкують мікросателітні локуси, що близько зчеплені з генами фотоперіодичної чутливості сої (Е). За результатами аналізу встановлено, що в цілому мікросателітні локуси Satt229 і Satt354 не є оптимальними діагностичними маркерами для визначення алельного стану локусів Е3, Е4, тому автором роботи здійснювалося уточнення за допомогою алель-специфічних маркерів до цих локусів. Алель-специфічна ПЛР за локусами Е3, Е4 виявила, що переважна більшість генотипів дослідженої вибірки сортів сої є носіями генотипів з домінантними алелями Е3 Е4 (Е3 - 83%, Е4 - 72%). Крім того, дисертанткою встановлено наявність слабкої тенденції до відповідності між даними МС-аналізу та ранжуванням культурних сортів у Державному реєстрі сортів рослин, придатних для розповсюдження в Україні відповідно до групи стиглості.
Також, автор наводить дані щодо результатів ПЛР-аналізу за мікросателітними та алель-специфічними маркерами 4 вихідних сортів та 10 похідних ліній, отриманих шляхом хімічного мутагенезу, які були відібрані як перспективні для селекції. Досліджено рівень генетичного поліморфізму за вказаними МС-локусами, встановлено кореляції різних комбінацій генотипів з фазами розвитку рослин та врожайністю. За результатами алель-специфічної ПЛР та інформацією про алельний стан за локусами Е3, Е4 зазначеної вибірки сортів та похідних від них мутантних ліній встановлено, що мутагени похідні тетрагідротіофен-N-діоксиду3,4-діаміну та тетрагідротіофен-N-діоксиду3,4-піридину призводили до змін у геномі сої та збільшення генетичної різноманітності у МС-локусах, зчеплених з Е генами, що визначають фотоперіодичну чутливість сої. Висунуто припущення про наявність зворотньої або супресорної мутації, яка призвела до реверсії алеля Е3-На. Автором висунене припущення про існування так званої «гарячої» точки геному, сайту з високою мутабільністю, яка в подальшому може бути використана для  розробки методів направленого мутагенезу. 
Здобувачем описані результати дослідження генетико-біохімічних особливостей сортів і ліній сої за ферментами антиоксидантної системи та визначення їх кореляцій з генами фотоперіодичної чутливості. У вибірці з 36 зразків сої, досліджено кореляції алозимного аналізу електрофоретичних спектрів ензимів  пероксидази (PОХ) та супероксиддисмутази (SOD) (їх ізоформ з різною електрофоретичною рухливістю) – з алельним станом за локусами генів Е і показниками врожайності попередньо досліджених певних сортів і ліній сої. Крім того, наведені результати індивідуального аналізу окремих особин кожного із 4 зразків сої іншої вибірки, яку окрім зазначених вище ферментів, аналізували за електрофоретичним спектром ензиму НАДФ·Н-оксидазою (NОХ). Досліджені сорти та лінії відрізнялися між собою за загальною пероксидазною активністю та за розташуванням окремих форм ензиму у спектрі. 
Також автором роботи наводяться результати ПЛР-аналізу з метою визначення алельного стану і оцінення поліморфізму за локусами Е на вибірці із 6 батьківських сортів і 19 ліній, отриманих шляхом гібридизації. Для ліній отриманих шляхом гібридизації з рецесивними алелями за локусом Е7 з генотипами е1-as Е4 е7, Е1 Е4 е7, e1-as е4 е7, e1 е4 е7, e1-as Е4 е7, характерна скорочена тривалість вегетаційного періоду порівняно з іншими генотипами дослідженої вибірки, а лінії-носії генотипів з алелями е1-as Е4 Е7 і е1 Е4, навпаки відзначилися подовженим вегетаційним періодом в умовах вирощування у Вінницькій області. Таким чином, можна відзначити, що для створення сортів сої із скороченим строком дозрівання та періодом вегетації, до вихідного матеріалу потрібно залучати генотипи з рецесивними нефункціональними алелями за локусами Е1, Е2, Е3, Е4, Е7. Крім того, автор наводить результати статистичних досліджень стосовно впливу генотипу на  врожайність, за якими відзначає рослини-носії генотипів, що демонстрували відносну стабільність врожаю за три роки польових досліджень. Нею надані рекомендації щодо застосування в селекції, направленої на стабільність отримання врожаю в умовах Вінницької області, генотипів гібридних ліній ‘ПСВ-І №4001’, ‘СР-ІІ №2372’, ‘СР-ІІ №2375’, ‘КР-ІІ №3045’, ‘КР-ІІ №3014’.
У розділі «Висновки» стисло наведено узагальнені результати виконаної роботи.
Повнота викладу матеріалів дисертації в опублікованих працях та авторефераті. За результатами дисертаційної роботи оприлюднено у 12 наукових працях, з них 6 статей в українських та закордонних наукових виданнях (1 входить до бази даних Scopus, та 2 – Web of Science, 4 – фахових видання – біологія) та 6 тез доповідей у збірниках матеріалів всеукраїнських та міжнародних конференцій. Автореферат й опубліковані роботи відображають основний зміст дисертації.
Наукова новизна отриманих результатів. Автором вперше охарактеризовано генотипи українських сортів та ліній сої за допомогою МС-маркерів, зчеплених з генами Е1, Е2, Е3, E4, Е7. Вперше визначено алелі генів Е3 та E4 в генотипах українських сортів та перспективних ліній сої за допомогою алель-специфічних маркерів. Запропонована панель маркерів, яка дозволяє диференціювати сорти сої та паспортизувати їх генотипи. Визначено сорти – донори домінантних та рецесивних генів Е, які можна застосувати у схрещуваннях  для створення селекційних ліній зі зміненими темпами розвитку. 

За допомогою статистичного аналізу визначено вплив алелів генів Е1, Е2, Е3, Е4, Е7 на агрономічні ознаки сортів і ліній сої при вирощуванні в умовах Правобережного Лісостепу. Встановлено, що сорти сої з генотипами з рецесивними алелями локусів Е (e1, e2, e3, e4, e7), характеризуються коротшим вегетаційним періодом. Генотипи-носії домінантного алелю гена Е7 мали період вегетації на 10-11 днів довший, ніж носії рецесивного е7. Вперше продемонстровано, що вплив певних мутагенів похідних тетрагідротіофен-N-діоксиду3,4-діаміну та тетрагідротіофен-N-діоксиду3,4-піридину індукують мінливість в мікросателітних локусах та можуть змінити алельний стан гена Е3 в генотипах ліній сої, отриманих шляхом хімічного мутагенезу. 
Практичне значення одержаних результатів. В роботі здобувачем наводяться приклади для можливого застосування отриманих результатів дослідження, Визначено алельні характеристики мікросателітних локусів Satt100, Satt229, Satt319, Satt354, Satt365, Sat_038, які дозволяють паспортизувати низку сортів та ліній сої. Рекомендовано використання цих МС-локусів як маркерної панелі для ідентифікації та диференціації сучасних сортів сої української селекції. Визначено вплив генів Е1, Е2, Е3, Е4, Е7 на агрономічно-важливі ознаки: строки цвітіння та дозрівання, тривалість вегетаційного періоду і врожайність за умов вирощування в Вінницькій області. Надаються рекомендації щодо добору та створення ранньостиглих сортів сої, згідно яких слід враховувати, що більш короткий вегетаційний період характерний для рослин з алелями 131 п.н. за локусом Satt100 і 178 п.н. за локусом Satt319; більш раннє цвітіння характерне для рослин з алелем 247 за локусом Sat_038. Автор роботи рекомендує використовувати маркерну селекцію для відбору ліній сої з алелями Satt365270, Sat_038247, Satt229230, Satt354178, Satt100131, Satt319178 як таких, що мають прискорені темпи розвитку, зокрема раннє цвітіння та дозрівання, застосовувати генотип мутантної лінії ‘Золотиста М16’ (ранньостиглий) як донор генів для створення ранньостиглих форм сої. Для селекції направленої на отримання стабільного врожаю в умовах Вінницької області (або наближених до неї областей) рекомендуються генотипи гібридних ліній ‘ПСВ-І №4001’, ‘СР-ІІ №2372’, ‘СР-ІІ №2375’, ‘КР-ІІ №3045’, ‘КР-ІІ №3014’. Згідно з актом впровадження, результати роботи використано у дослідно-селекційній роботі лабораторії селекції сої і зернобобових культур Інституту кормів та сільського господарства Поділля НААН.

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 є певні недоліки і ряд запитань на які було б добре почути відповіді:
1.  В літературному огляді відсутні описи та обґрунтування щодо застосування в роботі алель-специфічних маркерів, які застосовувалися автором.

2. Автором зазначається, що «…за результатами мікросателітного аналізу встановлено, що в цілому мікросателітні локуси Satt229 і Satt354, не є оптимальними діагностичними маркерами для визначення алелів за локусами Е3, Е4», тому автором роботи уточнювався їх алельний стан за допомогою алель-специфічних маркерів. Чому автором роботи не було проведено алель-специфічного генотипування за іншими локусами генів Е (Е1, Е2, Е7), які розглядалися в роботі?
3.  На рис. 3.2. дисертації автором наведено дендрограму за результатми кластерного аналізу для 14 сортів сої, однак за текстом цього розділу мова йде про аналіз 12 сортів.
4.  В авторефераті зазначено, що за результатами МС-аналізу домінантний алель Е1, асоційований з МС-маркером Satt365, виявлено у мутантної лінії ‘Золотиста М16’ і у контрольного сорту ‘Cormoran AC’, хоча за даними таблиці 2 він також наявний у сорту ‘Рось’.

5. В тексті дисертації та автореферату присутні не зовсім вдалі граматичні конструкції, орфографічні помилки. 
Вище зазначені зауваження не є суттєвими, не впливають на позитивну оцінку виконаної роботи і не зменшують її цінності.
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