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В І Д Г У К

офіційного опонента на дисертаційну роботу 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
1. Актуальність теми.
 Однією з передумов високої економічної ефективності рослинництва є його орієнтація на впровадження досягнень молекулярної генетики та вивчення генетичних передумов стійкості сільськогосподарських культур, зокрема пшениці, до фітопатогенів. Втрати врожаю в результаті ураження посівів біотрофними патогенами можуть доходити до 60-70% для особливо патогенних рас стеблової іржі. В останні роки у світі особливу увагу приділяють генам горизонтальної стійкості до біотрофних фітопатогенів. Ці гени поодинці не забезпечують значного рівня захисту рослин, проте вони полегшують перебіг захворювання і за рахунок цього зменшують втрати врожаю. Для підсилення ефекту необхідна одночасна присутність в геномі алелів кількох генів горизонтальної стійкості. До того ж ці гени не впливають на показники урожайності та хлібопекарські якості зерна та не втрачають своїх корисних властивостей з часом, хоча і впроваджені в сорти, які культивуються на значних площах. 
До небезпечних некротрофних фітопатогенних грибів, які вражають посіви пшениці в Україні, належать, зокрема, збудники жовтої плямистості та фузаріозу колоса, Pyrenophora tritici-repentis та гриби роду Fusarium, відповідно. Втрати урожаю від цих хвороб можуть становити 50–60%. 
Для дослідження Кареловим А.В. було обрано гени стійкості пшениці до поширених в Україні грибних фітопатогенів, а саме – Lr34/Yr18/Sr57/Pm38/Bdv1, Sr2/Lr27/Pbc, Tsn1, Tsc2 та TDF_076_2D. Отже, актуальність теми роботи не викликає сумніву. 
Дисертаційна робота Карелова А.В. 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» (2006-10 рр., № держреєстрації 0106U002708), «Ефекти присутності інтрогресій в геномі пшениці та її різноманіття за маркерними локусами та генами стійкості» (2011-2015 рр., № держреєстрації 0111U004582).
2. Повнота викладу основних наукових положень та висновків у опублікованих наукових працях. 
Результати наукових досліджень оприлюднено у 23 друкованих роботах, включаючи 11 статей (із них 7 у фахових виданнях), 11 тез міжнародних наукових конференцій та 1 методичні рекомендації. Зміст опублікованих робіт та автореферату відображає основні положення дисертації і відповідає її суті. 
3. Структура дисертації. 
Дисертаційна робота складається зі вступу, огляду літератури, розділу «Матеріали та методи досліджень», п’яти розділів результатів власних досліджень та їх обговорень, узагальнюючого розділу, висновків, практичних рекомендації, огляду літератури та чотирьох додатків на 26 сторінках машинописного тексту. Повний обсяг дисертаційної роботи складає 178 сторінок машинописного тексту, включаючи 2 таблиці та 33 рисунки. Список використаної літератури включає 296 джерел.
У Вступі автор розкриває сутність наукової проблеми та її актуальність, формулює мету роботи, а також визначає експериментальні завдання, які необхідно вирішити для досягнення мети. Показує наукову новизну і практичне значення дослідження. 
У першому розділі дисертації представлено огляд літератури, де висвітлено висвітлено сучасні погляди на молекулярно-генетичні передумови стійкості пшениці до біотрофних та некротрофних грибних захворювань. Наведені приклади добре досліджених генів стійкості, а також – найбільш перспективних і широко впроваджених у світовий генофонд пшениці. Розглянуті молекулярні маркери генів стійкості та їх вплив на сільськогосподарські характеристики. Більш детально охарактеризовані обрані для дослідження гени стійкості, наведені генетичні та фізичні карти ділянок хромосом, на яких вони локалізуються 

До недоліків огляду літератури слід віднести наявність помилок у латинських назвах рослин (с. 15), некоректне застосування біохімічних термінів (с. 19), граматично невдалі вирази. Крім того, некоректним видається включення до списку літератури посилань на тези доповідей конференцій молодих вчених, зокрема – на власні тези дисертанта. 
У другому розділі описано матеріали та методи лабораторних досліджень та дається характеристика обраного генетичного матеріалу. Також наводяться розроблені Кареловим А.В. послідовності праймерів та умови ПЛР для дослідження алельних станів окремих генів. 
Застосовані дисертантом методи генотипування сортів пшениці із застосуванням ПЛР є сучасними та такими, що відповідають поставленим у роботі задачам. Проте, від кандидатської дисертації можна було очікувати більш широкого арсеналу методик, напр., сиквенування ПЛР-продуктів для підтвердження їхньої ідентичності або ж ідентифікації нових, попередньо невідомих алелів генів стійкості. 
Результати власних досліджень викладено в п’ятьох наступних розділах. В третьому розділі, що складається з чотирьох підрозділів, представлені результати аналізу молекулярних маркерів генів Lr34/Yr18/Sr57/Pm38/Bdv1 та Sr2/Lr27/Pbc помірної стійкості до біотрофних фітопатогенів у сортів пшениці м’якої української селекції. Наведено електрофореграму продуктів ПЛР, які було отримано з використанням умов, розроблених дисертантом для маркерів гена Lr34/Yr18/Sr57/Pm38/Bdv1, а також результати статистичного аналізу зв’язку алелів цих генів із кліматичною зоною вирощування та типом розвитку. Також проведено аналіз електронної бази даних сортів пшениці та висунуто низку припущень про отримані закономірності та походження алелів досліджених генів. 
Четвертий розділ також складається з чотирьох підрозділів, в ньому представлено поліморфізм генів Tsn1 та Tsc2 чутливості (нечутливості) до токсинів некротрофних грибних фітопатогенів, наведено результати ПЛР за умовами, підібраними для маркера гена Tsc2. Дисертантом проведено статистичний аналіз зв’язку алелів цих генів із кліматичною зоною створення сортів та типом розвитку та проаналізовано можливе походження алелів генів чутливості (нечутливості) до некротрофних фітопатогенів. 
В п’ятому розділі, що складається з двох підрозділів, Карелов А.В. наводить результати дослідження сортів пшениці м’якої за допомогою молекулярно-генетичних маркерів гена TDF_076_2D помірної стійкості до фузаріозу колоса за типом ІІ. Наведено результати ПЛР із локалізованими в інтроні праймерами з джерел літератури та праймерами, розробленими дисертантом. Викладено результати статистичного аналізу зв’язку алелів гена із типом розвитку та кліматичною зоною створення досліджених сортів. За електронною базою даних сортів проведено дослідження можливого походження алелів гена. 

В шостому розділі,  що складається з двох підрозділів, Карелов А.В. проводить статистичний аналіз з метою виявити можливий вплив досліджених генів на показники урожайності в сортовипробуванні та польову стійкість досліджених сортів пшениці. Дисертантом не виявлено впливу на урожайність, проте отримано неочікуваний результат, що вказує на можливий вплив гена Tsc2 на польову стійкість до бурої іржі. 

В сьомому розділі, що складається з п’яти підрозділів, дисертантом за допомогою статистичних методів детально досліджено можливий зв’язок між алелями генів стійкості до некротрофних та біотрофних фітопатогенів та роком районування й рекомендаціями по вирощуванню сортів у різних кліматичних зонах. На заданому рівні статистичної значущості виявлено низку зв’язків між цими ознаками, а також зв’язок окремих генів між собою. Ці дані можуть додатково свідчити про адаптивні властивості досліджених генів, особливості їх експресії та коекспресії. 
У сьомому розділі (с. 94) також висунуте припущення про можливу участь продуктів гена Lr34/Yr18/Sr57/Pm38/Bdv1 у стимуляції клітинної смерті за надчутливим типом, яку викликає патоген шляхом індукції генів Tsn1 та Tsc2. На жаль, ця гіпотеза сформульована дуже лаконічно і видається недостатньо обґрунтованою. Хотілося б почути більш вагомі аргументи на користь висунутого припущення, зокрема – стосовно механізмів можливої взаємодії продуктів генів Tsn1 та Tsc2, з одного боку та Lr34/Yr18/Sr57/Pm38/Bdv1, з другого боку. 
В цілому, оцінюючи отримані результати, зазначимо, що дисертантом зібрано великий обсяг експериментального матеріалу та проаналізовано походження та успадкування алелів кількох генів стійкості. Проте, у декількох випадках потенційні сорти-донори залишились невідомими (с. 52, 63, 69). При цьому автор роботи висуває гіпотезу, що донорами цих алелів могли бути сорти, які у роботі не досліджувались. Постає питання – чи не варто було розширити набір досліджених форм пшениці на 10-15 сортів та перевірити це припущення?
До недоліків у представленні результатів слід також віднести те, що у кількох розділах (с. 46, 53-54, 60, тощо) наводяться довгі переліки сортів, які містять або не містять той чи інший алель. Чи не варто було б навести цю інформацію у вигляді таблиці та дати на неї посилання?
Розділ аналіз та узагальнення результатів дослідження займає 7 сторінок. Зміст розділу вдало підсумовує та узагальнює основні результати, отримані в роботі. 
Висновки відображають головні досягнення проведеної роботи та можливі перспективи використання отриманих результатів. 

4. Ступінь обґрунтованості основних наукових положень та висновків, сформульованих у дисертації. 
Сформульовані А.В. Кареловим основні наукові положення та висновки обґрунтовані достатнім об’ємом молекулярно-генетичних та біоінформатичних досліджень. Застосовані методи наукових досліджень адекватні меті та поставленим завданням. Зроблені автором висновки логічно випливають з одержаного фактичного матеріалу. На загал, результати досліджень, представлені в дисертації А.В. Карелова, їх аналіз, основні наукові положення та зроблені висновки достатньо обґрунтовані.

5. Новизна основних наукових положень,  висновків та одержаних результатів, сформульованих у дисертації.
Дисертантом 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 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.

6. Науково-практична цінність роботи і конкретні шляхи застосування результатів досліджень.
Дисертаційна робота має як теоретичне, так і практичне значення. Дисертантом підібрано умови мультиплексної ПЛР для використання 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. 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. 
7. Висновок.  

На загал аналіз поданих для розгляду матеріалів (рукопису дисертації, автореферату, публікацій) дозволяє дійти висновку, що, не зважаючи на наведені вище недоліки, за актуальністю обраної теми, обсягом зібраного матеріалу та його аналізом, практичним значенням отриманих результатів та особистим вкладом автора робота «Поліморфізм генів стійкості до грибних захворювань у сортів пшениці м’якої української селекції» відповідає вимогам п. 11 «Порядку присудження наукових ступенів і присвоєння 
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