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ВІДГУК 
офіційного опонента на дисертаціійну роботу Пірка Ярослава Васильовича 
«Поліморфізм довжини інтронів генів білків цитоскелету як ефективний інструмент генотипування рослин», подану до захисту на здобуття наукового ступеня доктора біологічних наук за спеціальністю 

03.00.22 – молекулярна генетика 
Актуальність теми. Молекулярно-генетичні маркери (МГМ) широко застосовують для вивчення генетичної різноманітності видів рослин,  проведення генетико-селекційних досліджень, вивчення проблем філогенії, а також дослідження генетичної структури та динаміки популяцій. Враховуючи те, що інформація щодо структури геномів рослин постійно оновлюється,  продовжуються пошуки нових маркерних систем, які були б зручнішими, дешевими та ефективними під час проведення генетичного аналізу.

Новим типом маркерів, які поєднують у собі інформативність STS-маркерів (Sequence Tagged Sites) та простоту аналізу мікросателітів – є маркери, що базуються на знанні структури генів, а саме, їхньої екзон-інтронної структури, а саме ILP (Intron Length Polymorphism), або маркери поліморфізму довжини інтронів. Система, що ґрунтується на такого роду дослідженнях, буде ефективно за умови  високого рівня гомології ділянок екзонів генів. До таких генів можна віднести гени, що кодують білки цитоскелету клітини, наприклад, тубуліни, актин тощо. Завдяки тому, що α-, β-, γ-тубуліни  є дуже важливими для клітини, то у рослин різних систематичних груп можна передбачити існування певної  консервативності цих білків за амінокислотними послідовностями та, відповідним чином, за нуклеотидними послідовностями генів, які їх кодують. У переважній більшості випадків це стосується кодуючих ділянок генів – екзонів, у той же час, інтрони є гіперваріабельними ділянками. Завдяки тому, що розміри інтронів у різних таксономічних одиниць (або навіть рослин у межах однієї одиниці) можуть  бути різними, то спостерігається поліморфізм інтронів. Отже, ILP – порівняно новий підхід, який може використовуватися для  генетичного аналізу рослин. Варто зазначити, що поліморфізм довжини інтронів цитоскелетних генів взагалі не досліджений для багатьох голо- та покритонасінних видів рослин. Також не виключено, що поліморфізм довжини інтронів генів цитоскелету може виявитися опосередковано пов’язаним із ступенем вираженості деяких морфологічних ознак, в тому числі, господарсько цінних, або бути пов’язаним з адаптацією як окремих особин, так і видів в цілому. Отже, залучення у дослідження інтронів генів білків цитоскелету, зокрема α-, β-, γ-тубуліну та актину, може виявитися корисним у подальших молекулярно-генетичних та генетико-селекційних дослідженнях різних видів рослин, чим і визначається актуальність та своєчасність рецензованої роботи. 
Автор ставить перед собою мету на основі знання екзон-інтронної структури генів, що кодують цитоскелетні білки (α-, β-, γ-тубулін, актин) у рослин, розробити та впровадити молекулярно-генетичні маркери для вивчення поліморфізму інтронів та їх подальшого застосування у молекулярно-генетичних дослідженнях, а також провести генетичне профілювання (генотипування) окремих генотипів, сортів, популяцій та видів рослин різних таксономічних груп рослин з використанням цих маркерів.

Зв’язок роботи з державними науковими програмами, планами, темами. Дисертаційна робота виконана у відділі геноміки та молекулярної біотехнології та у відділі популяційної генетики Державної установи «Інститут харчової біотехнології та геноміки Національної академії наук України» в рамках бюджетних науково-дослідних робіт «Вивчення молекулярно-генетичних та клітинних механізмів стійкості рослин до абіотичних та біотичних факторів для покращення їх адаптивних властивостей до несприятливих умов навколишнього середовища» (2012–2016 рр., номер держреєстрації 0112U001597), «Популяційна біологія і генетика видів деревних рослин на антропогенно трансформованих ландшафтах» (2014–2017 рр., номер держреєстрації 0112U007760), «Створення молекулярно-генетичних маркерів для диференціації різних генотипів рослин на основі вивчення поліморфізму інтронів генів їх цитоскелетних білків» (2015–2019 рр., номер держреєстрації 0115U005025).
Наукова новизна отриманих результатів. За матеріалами наукових досліджень автором вперше:  
· розроблено нові ILP-маркерні системи, що виявляють поліморфізм довжини інтронів генів цитоскелетних білків у різних видів рослин; оцінено поліморфізм інтронів генів α-, β-, γ-тубулінів та актину на видовому, популяційному, сортовому та внутрішньосортовому рівнях у різних видів рослин; на підставі результатів аналізу поліморфізму інтронів генів α-, β-, γ-тубулінів та актину проведено генетичне профілювання таких господарсько цінних видів рослин, як льон-довгунець, рис посівний, пшениця, ячмінь, томат та картопля; 
· досліджено генетичну мінливість та диференційовано природні популяції егілопсів Aegilops biuncialis Vis. з Кримського півострова; використовуючи аналіз поліморфізму інтронів генів актину та α-тубуліну, проведено генотипування сортів томату та картоплі, отримано специфічні ДНК-профілі досліджених сортів; оцінено міжсортовий і внутрішньосортовий поліморфізм довжини інтронів генів β-тубуліну та актину у різних сортів льону-довгунцю;

· показано високу ефективність використання ILP–маркерів, що базуються на оцінці поліморфізму інтронів генів цитоскелетних білків у порівнянні з SSR-маркерами на прикладі аналізу родів Linum L., Quercus L., Ulmus L.; продемонстровано зручність і надійність застосування методу ТВР-аналізу для молекулярно-генетичного маркування трав’янистих і  та деревних рослин, а також для вивчення окремих аспектів внутрішньовидового поліморфізму господарсько цінних, садово-паркових та лісових порід; за допомогою ТВР-методу ідентифіковано унікальні патерни для 20 деревних видів рослин та створено молекулярні профілі кожного з цих видів; отримано специфічні ТВР-профілі мікроводоростей, які дозволили чітко диференціювати генотипи на різних таксономічних рівнях і підтвердити однорідність окремих зразків, що належать до одного штаму.
Практичне значення одержаних результатів. Розроблені ILP-маркерні системи, що базуються на аналізі поліморфізму інтронів генів α-, β-, γ-тубуліну, а також актину, можуть бути застосовані для генотипування (ДНК-профілювання) різних генотипів, сортів, популяцій, видів рослин під час філогенетичних, популяційно-генетичних та селекційно-генетичних досліджень. Зокрема, продемонстровано високу диференціюючу здатність методу ТВР-аналізу на генотипах та видах роду елевсина (Eleusine). ТВР-метод та аналіз поліморфізму інтронів генів актину (АВР-аналіз, Аctin Base Polymorphism) дозволили генотипувати кримські популяції егілопсу та виявити їх гетерогенність, що може бути використано у селекційно-генетичних програмах з покращення пшениці. 
ТВР-метод виявився ефективним для оцінки генетичної різноманітності ряду ендемічних рослин, зокрема, Deschampsia antarctica E. Desv., Achillea glaberrima Klok. та Achillea leptophilla Bieb., що може бути використано для розроблення програм генетичного моніторингу та комплексної охорони таких видів. Завдяки ТВР/сТВР-аналізу та АВР-аналізу перспективних олійних сортів та сортозразків рижію української селекції, встановлено їх міжсортовий поліморфізм. 
Встановлено практичну цінність застосування ТВР, АВР-аналізу в комбінації з аналізом мікросателітних маркерів для генотипування та генетичної диференціації сортів льону української селекції; продемонстровано доцільність застосування ILP-маркерних систем для генотипування деревних рослин, що може бути використано у практиці зеленого будівництва.
Виявлено ефективність диференціювання генотипів мікроводоростей на різних таксономічних рівнях за допомогою ТВР та сТВР-аналізу, що свідчить про доцільність використання цих методів у молекулярно-філогенетичних дослідженнях нижчих рослин.

Поряд із цим, добре було б, щоб отримані автором результати були використані у навчальному процесі для студентів біологічних спеціальностей закладів вищої освіти для поглиблення курсу «Молекулярна генетика», а також у відповідних спецкурсах. На жаль, про це автором не сказано як у дисертації, так і в авторефераті. 

Оцінка обґрунтованості наукових положень, висновків, рекомендацій. Дисертація Пірка Я.В. є завершеною науковою працею. Дослідження виконані на високому науково-методичному рівні. Застосовані методи молекулярно-генетичного аналізу, а також статистичної обробки даних є сучасними та загальноприйнятими у світовій практиці молекулярно-генетичних досліджень. Положення та висновки, сформульовані у дисертації, ґрунтуються на великому обсязі експериментального матеріалу. 
 Оцінка змісту дисертації та її завершеності. Дисертаційна робота є завершеним самостійним дослідженням, викладена на 385 сторінках машинописного тексту, складається зі вступу, 7 розділів, висновків, списку використаних джерел, додатку. Обсяг основного тексту дисертації складає 289 сторінок друкованого тексту. Робота добре  ілюстрована, містить 42 таблиці і 124 рисунки. Список використаних джерел включає 475 найменувань.
 У вступі автором дослідження обґрунтовується вибір теми дослідження.  У розділі  «Огляд літератури» описано основні типи ДНК-маркерів, а також розглядаються питання застосування поліморфізму довжини інтронів генів як основи для розроблення молекулярно-генетичних маркерів. На прикладі генів β-тубуліну розглянуто можливість використання ILP-маркерів для генотипування різних видів рослин. Наведено інформацію стосовно потенціалу застосування генів α-, β-, γ- тубуліну та актину для створення молекулярно-генетичних маркерів, що базуються на вивченні поліморфізму довжини їх інтронів.
Огляд літератури написаний ґрунтовно із залученням значної кількості сучасних вітчизняних та іноземних наукових джерел з досліджуваної тематики. Слід зазначити, що кожен із розділів огляду є своєрідною теоретичною основою для експериментальних розділів, що наводяться автором у дисертаційній роботі. Наприкінці «Огляду літератури» автором зроблено короткий підсумок і обґрунтовано необхідність проведення досліджень, яким присвячена дисертаційна робота. Це, з нашої точки зору, важливо, оскільки дозволяє краще зрозуміти представлений у роботі експериментальний матеріал. 

У другому розділі «Матеріали та методи дослідження» охарактеризовано рослинний матеріал, що був використаний у роботі, наведено основні принципи біоінформатичного пошуку та аналізу генів, що кодують цитоскелетні білки клітини у геномах досліджуваних рослин, наведено характеристики праймерних пар для ILP- та мікросателітного аналізу, умови проведення ПЛР та візуалізації продуктів ампліфікації, охарактеризовано методи статистичного аналізу. 
Результати власних досліджень викладено у розділах 3–6. 
Зокрема в третьому розділі «Біоінформатичний аналіз екзон-інтронної структури генів, що кодують білки цитоскелету та розроблення праймерів для дослідження поліморфізму довжини їх інтронів» автором описано методологію аналізу екзон-інтронної структури генів, що кодують білки цитоскелету (α-, β-, γ-тубулін, актин) у різних видів рослин. А також здійснено пошук консенсусних послідовностей генів, що кодують білки цитоскелету та підібрано вироджені олігонуклеотидні праймери для дослідження  поліморфізму інтронів генів α-, β-, γ-тубуліну та актину. За результатами проведеного біоінформатичного аналізу дисертантом здійснено дизайн та синтезовано 29 пар праймерів для дослідження поліморфізму інтронів α-, β- та γ-тубуліну, а також актину, з них 5 були універсальними, тобто такими, що можуть бути застосовані у молекулярно-генетичних дослідженнях різних видів рослин.

У 4 розділі «Генетичне профілювання рослин за допомогою  поліморфізму довжини інтронів генів β-тубуліну та актину» наведено приклади застосування аналізу поліморфізму інтронів цитоскелетних генів для генотипування (ДНК-профілювання) різних генотипів, сортів, популяцій, видів рослин під час філогенетичних, популяційно-генетичних та селекційно-генетичних досліджень. Зокрема, було продемонстровано диференціюючу здатність ТВР-методу на сортах української селекції роду Eleusine, для оцінки генетичної різноманітності природних популяцій егілопсів (A. biuncialis). Дисертантом встановлено, що ДНК-маркери, з допомогою яких  оцінюють поліморфізм довжини інтронів генів актину (АВР), виявилися придатними для генотипування природних популяцій Ae. biuncialis і можуть бути використані у подальшому молекулярно-генетичному аналізі й інших злакових культур. У той же час,  в егілопсів поліморфізм інтронів генів актину виявився менш ефективним інструментом оцінки генетичної різноманітності виду, порівняно з ТВР-аналізом, тому може розглядатись як додатковий. Також автором описано генетичне профілювання острівних популяцій D. antarctica за допомогою аналізу поліморфізму довжини інтронів генів β-тубуліну. Застосувавши лише ТВР-аналіз, Пірком Я.В. виявлено внутрішньопопуляційний поліморфізм за І-им  інтроном генів β-тубуліну. У результаті проведених досліджень не вдалося встановити відмінностей у зразках з 8 різних місцезростань D. antarctica за використання hTBP, cTBP та cTBP із специфічними власно розробленими праймерами. Отримані автором результати свідчать, що TBP-аналіз може бути корисним для фінгерпринтінгу  різних популяцій D. antarctica, водночас, вони вказують на низький рівень генетичного поліморфізму цього виду в дослідженому регіоні. Ефективними ТВР та поліморфізм інтронів генів актину виявився для генотипування рижію (Camelina sativa L. Cranz). У насінні цієї культури є високий вміст жирних кислот, що й обумовлює її перспективність для виробництва біопалива, у тому числі, для літаків. Отже, лише за умови використання одночасно обох підходів для оцінки поліморфізму довжини інтронів генів β-тубуліну (ТВР та сТВР), вдалося диференціювати досліджені сорти та сортозразки рижію. Результати аналізу поліморфізму довжини першого інтрона гена актину показали, що частини зразків, які за аналізом поліморфізму першого інтрона генів β-тубуліну не диференціювалися, можуть бути розділені саме за аналізом поліморфізму інтронів генів актину. У цілому, було показано, що найбільш ефективним інструментом для подальшої роботи селекціонерів з дослідженими сортозразками рижію може бути залучення до генетичного аналізу дводольних рослин поліморфізму довжини не лише першого, але й  другого інтрону гена β-тубуліну, а також поліморфізм довжини інтронів генів актину. Автор переконливо доводить, що ТВР-аналіз можна застосовувати у дослідженнях генетичного різноманіття та філогенетичних взаємовідносин у перехреснозапильних покритонасінних рослин, популяції яких охороняються. Зокрема, це стосується представників роду деревій (Achillea L.) – деревію голого (А. glaberrima) та деревію тонколистого (А. leptophilla). У цілому, можна з впевненістю зазначити, що ТВР-метод може бути успішно застосований для молекулярно-генетичних досліджень представників багатьох родів трав’янистих рослин, в тому числі для маркування генотипів та оптимізації довготривалого традиційного селекційного процесу, а також розроблення довгострокових програм із збереження та відновлення популяцій ендемічних рослин.

У пункті 4.2.3 описані приклади генотипування різних видів та сортів льону за допомогою поліморфізму інтронів генів β-тубуліну та актину. Проведений автором сТВР-аналіз підтвердив отримані раніше результати ТВР-аналізу. Побудовані дендрограми вказують на схожу картину кластеризації досліджених видів, на основі чого дисертант робить висновок, що L. angustifolium та L. bienne є різними видами, а , можливо, L. bienne є підвидом L. usitatissimum. Результати ТВР/сТВР-методів дають можливість ідентифікувати та диференціювати вивчені види роду Linum, що характеризуються унікальними патернами ампліконів на електрофореграмах. Тому ці підходи можуть бути застосовані в молекулярно-генетичному та філогенетичному аналізі видів роду Linum.  

У  підпункті 4.2.3.2. «Порівняльний аналіз використання поліморфізму інтронів генів ß-тубуліну, актину та мікросателітних локусів для генетичного профілювання сортів льону української селекції» наведено результати проведених досліджень з використанням ТВР, АВР та SSR-методів. Зокрема, досліджено внутрішньосортовий та міжсортовий поліморфізм сортів льону української селекції. Встановлено, що тільки два сорти, Сіверський та Глазур, селекції ДСЛК (Інститут луб’яних культур НААН України) виявилися гомогенними. Усі інші сорти хоча б за одним видом маркерів були  поліморфними. У результаті проведених досліджень з використанням ТВР-, АВР- та SSR-методів автором встановлено, що більшість з досліджених сортів є генетично гетерогенними. Показано, що ТВР-, АВР- методи є швидкими та надійними молекулярно-генетичними інструментами, які можуть бути використані як самостійно, так і в поєднанні з іншими маркерними системами, зокрема SSR-маркерами, для молекулярно-генетичного аналізу льону.
Також автором було здійснено генотипування білоруських ландрас льону за допомогою поліморфізму інтронів генів ß-тубуліну (підпункт 4.2.3.3). Зазвичай, терміном «ландраса» визначається як культивований, генетично неоднорідний сорт, який розвинувся в певній екогеографічній області і тому адаптований до ґрунто-кліматичних умов, а також до традиційних методів ведення господарства. Тому, вивчення ландрас може дозволити визначити не лише генетичну різноманітність культурного виду, яка в сучасних сортах вельми обмежена, але і виявити генотипи, які можуть бути корисні як донори рідкісних алелів генів господарсько цінних ознак. Виявлено, що ландраси льону суттєво різняться за поліморфізмом довжини інтронів генів β-тубуліну. 
У результаті аналізу поліморфізму інтронів генів актину (АВР-метод) за допомогою розроблених автором універсальних праймерів (ActIn) продемонстровано утворення видоспецифічних ДНК-профілів, що містили амплікони інтронів генів актину. Пірком Я.В. встановлено високий внутрішньосортовий поліморфізм стародавніх сортів льону білоруської селекції, виявлено високу їх генетичну варіабельність. У результаті проведених досліджень з використанням ТВР- та АВР-методів показано високий внутрішньосортовий поліморфізм білоруських стародавніх сортів льону, виявлено високу їх генетичну варіабельність. Поряд з іншими молекулярно-генетичними маркерами доцільно також використовувати і аналіз поліморфізму довжин інтронів ß-тубуліну та актину для дослідження філогенезу сортів, оцінки їх генетичної гетерогенності.
У пункті 4.2.4. «Генотипування представників родини Solanaceae (Solanum tuberosum L. та S. lycopersicum L.) за допомогою поліморфізму інтронів генів актину» автором описано аналіз міжсортового поліморфізму довжини інтронів генів актину картоплі, який дозволив диференціювати кожний із сортів. Генетичне профілювання сортів томату з використанням АВР-методу показало, що досліджувана вибірка сортів виявилася низько поліморфною. Виявлено ряд спільних ампліконів, наявних як у сортів томату, так і картоплі. Автором встановлено, що сорти картоплі, в порівнянні з сортами томату, містять значно більше фрагментів, майже у тих самих діапазонах розмірів інтронів. Імовірно, що це пов’язано з особливостями селекційного добору сортів картоплі та томату, а також з особливостями запилення представників родини Solanaceae. 
Отже, отримані автором дані вказують на те, що ДНК-маркерна система, яка заснована на оцінці поліморфізму довжини інтронів генів актину, в цілому виявилася придатною для ДНК-профілювання та генотипування видів родини Solanaceae, незважаючи на те, що диференціація сортів томату за цим видом маркерів була невисокою. Автор робить висновок, що цю маркерну систему доцільно використовувати в парі з іншими ДНК-маркерами під час проведення генетико-селекційних досліджень для генотипування і диференціації сортів рослин родини Solanaceae.

У підрозділі 4.3. розглядається застосування поліморфізму довжини інтронів генів β-тубуліну для дослідження генетичної мінливості деревних рослин. Дисертантом встановлено, що ТВР дає можливість чітко диференціювати види одного роду, що відкриває перспективи застосування цього методу у швидкій діагностиці випадків гібридного походження рослин. У цілому, за допомогою ТВР-методу вдалося ідентифікувати унікальні патерни для 20 деревних видів рослин та створити їхні молекулярні профілі, знайти деякі спільні фрагменти, які притаманні окремим родам у межах родини.

Пункти 4.3.1. та 4.3.2. присвячено дослідженню генетичної структури деревостанів Q. robur та вивченню генетичних особливостей фенологічних форм цього виду за допомогою мікросателітного та ТВР-аналізу. При використанні ТВР вставлено, що досліджені деревостани дуба звичайного не мають стабілізованої генетичної структури і володіють досить великим генетичним різноманіттям. Цікавою, на наш погляд, є інформацією про виявлені автором генетичні відмінності між різними фенологічними формами Q. robur,  що може бути використано у практиці зеленого будівництва
У розділі 4.3.3. автором описано генетичну структуру деревостанів Ulmus pumila  та U. suberosa в Степовому Придніпров’ї за допомогою аналізу поліморфізму інтронів генів β-тубуліну та мікросателітних локусів, а також встановлено низьким рівнем генетичної мінливості за дослідженими генетичними маркерами.
У підрозділі 4.4. здобувачем описано застосування ТВР та сТВР для вирішення філогенетичних питань у мікроводоростей.  Порівнюючи отримані результати з використанням двох споріднених підходів  ТВР та сТВР, автор робить висновок про якісне генотипування обох маркерних систем. Це підтверджує доцільність подальшого використання цих ДНК-маркерів для генотипування та аналізу різних таксонів мікроводоростей.
У Розділі 5 описано застосування поліморфізму довжини інтронів генів α-тубуліну  для генетичного профілювання різних видів рослин. Зокрема досліджено міжвидовий та міжсортовий поліморфізм інтронів генів α-тубуліну у A. thaliana, L. usitatissimum, O. sativa, S. tuberosum та S. lycopersicum. Враховуючи консерватизм генів α-тубуліну, автором зроблено передбачення, що запропонована ILP-маркерна система, яка ґрунтується на вивченні поліморфізму довжини І інтрону генів α-тубуліну, є універсальною й дає можливість проводити генотипування та диференціацію різних видів (сортів) вищих рослин, поєднуючи в собі надійність, швидкість отримання вихідних даних і простоту їхнього аналізу. 
Ця система  може бути використана для молекулярно-генетичного аналізу вищих рослин як самостійно, так і в поєднанні з іншими маркерними системами. 
У Розділі 6 автор розглядає проблему застосування аналізу поліморфізму довжини інтронів генів γ–тубуліну для генетичного профілювання рослин. На підставі аналізу послідовностей, що кодують γ–тубулін у A. thaliana, Z. mays та L. usitatissimum розроблено вироджені праймери, які  були використані для ампліфікації ділянок, що містять екзони та інтрони генів γ–тубуліну у інших видів рослин, для яких ще невідома екзон-інтронна структура цих генів, зокрема, картоплі, рису та пшениці. 
Дисертантом встановлено, що запропонований метод на основі отриманих електрофоретичних профілів дає змогу однозначно розрізняти різні види рослин і навіть досліджувати їх генетичний поліморфізм на рівні генотипів (сортів). Розроблена пара вироджених праймерів в подальшому може бути використана для молекулярно-генетичного аналізу рослин без наявності попередньої інформації про екзон-інтронну структуру їх генів γ-тубуліну. Крім того, можна додатково доповнити цей метод новими варіаціями, наприклад, підвищити виродженість праймерів, залучивши до біоінформатичного аналізу більшу кількість послідовностей гена γ-тубуліну, або, навпаки, розробити специфічні праймери для конкретного виду рослин, підвищивши таким чином чутливість цього методу. 
Автор припускає, що розроблений метод може бути ефективно в подальшому застосований для молекулярно-генетичного аналізу різних видів та сортів рослин як у поєднанні з іншими маркерними системами, так і самостійно.

Важливою, на наш погляд, є наявність у дисертації розділу 7 «Аналіз та узагальнення результатів дослідження», який дозволяє виокремити найважливіші теоретичні та практичні результати дисертаційної роботи. 
Висновки, які зроблені здобувачем, відповідають меті і завданням дисертації та обґрунтовані експериментальним матеріалом. 

Автореферат у цілому відповідає змісту дисертації.

Повнота викладу матеріалів дисертації в опублікованих працях та авторефераті. Результати дисертаційної роботі знайшли своє відображення у наукових працях, оприлюднених автором у рецензованих фахових виданнях. Автором опубліковано 37 наукових робі, з них 23 статті в українських і зарубіжних наукових виданнях та 13 тез у збірниках матеріалів всеукраїнських і міжнародних конференціях, 1 патент. 
Водночас, до дисертаційної роботи можна висловити деякі побажання і зауваження:

1. Для кращого сприйняття структури різнопланової роботи і великого масиву отриманих автором експериментальних результатів, у розділі «Матеріали та методи дослідження» роботі потрібно було б подати схему досліджень і обґрунтувати доцільність проведення кожного етапу роботи. 

2. Перевагою рецензованої роботи є супровід її текстової частини численними рисунками і таблицями. Заслуговує на увагу також якість представленого у дисертації ілюстративного матеріалу. Однак, є зауваження, що стосуються рисунків. Зокрема, рисунки на сторінках 142 та 294 дублюються. На стор. 254 є посилання на рисунок 4.41, який в роботі відсутній.
3. Автором отримано величезний масив результатів, що стосуються поліморфізму довжини інтронів генів білків цитоскелету, які мають суттєве як теоретичне, так і практичне значення. Однак, на жаль, результати досліджень поки що недостатньо впроваджені. Наприклад, результати щодо маркер- асоційованої селекції різних фенологічних форм дубів, а також застосування ТВР-аналізу у філогенії мікроводоростей можна було б запатентувати. Також патентуванню можуть підлягати усі розроблені автором системи оцінки поліморфізму інтронів генів, які кодують цитоскелетні білки.

4. Позитивним, на наш погляд, є те, що після подачі результатів дослідження автор проводить їхнє узагальнення. Наведений у роботі підсумок дозволяє виокремити найважливіші теоретичні та практичні результати дисертаційної роботи. Однак, узагальнення досить обширне, автор підсумовує кожен етап проведеного дослідження, а потім проводить узагальнення результатів ще раз, що призводить до наявності повторів, що, на наш погляд, недоцільно і ускладнює сприйняття матеріалу. Підсумовуючий розділ, на наш погляд, має бути аналітичним і лаконічним водночас.
5. Незрозуміло, з якою метою автор наводить Додаток, у яком є перелік публікацій за темою дисертації. Аналогічний перелік є на початку роботи, після резюме. Крім того, після кожного пункту чи розділу дисертант наводить наукові публікації, у яких висвітлено результати дослідження ще раз.
6. Стосовно оформлення роботи, то: повні латинські назви родів і видів доцільно подавати з зазначенням автора, який запропонував назву цього таксона, лише при першій згадці у тексті і далі використовувати лише скорочену родову та повну видову назви, за тими винятками, коли в одному і тому ж тексті мова йдеться про види різних родів і скорочення родової назви викликає утруднення сприйняття матеріалу. 
7. У роботі також є орфографічні та стилістичні помилки, русизми та технічні помилки: ТБП-аналіз замість ТВР ( с. 191, с. 198); Q. suber замість Q. ruber – на с. 250 та ін. У 4-му та частково у 6-му розділах дисертації назви сортів наведено без апострофів. На стор. 241 повторення речень: «Оцінка рівня поліморфізму РІС у даного виду склала 0,321. Значення РІС у цього виду дорівнювало 0,321». Також на цій сторінці наявні посилання на авторів у текстовому форматі ([Vyhnánek 2013], [Bajpai 2014]).
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Npea'sABJISIIOTHCS 10 HAYKOBOI'0 CTyNeHs 10KTOpa 0io/IoriuyHux Hayk.

Hatoun oninky muceprauiiinoi poboru Ilipka SI.B. y mimomy, ciin 3a3HAYMTH,
0 BOHA € BMKOHaHMM i3 3aCTOCYBaHHSM Cy4acHHX MOJICKYJIAPHO-TEHETUYHUX i
CTaTUCTUYHUX METOZIB 3aBEPIICHUM HAyKOBHM AOCIIDKEHHSIM, SIKE€ MiCTHTh
BUPILIEHHS TIPOGIIEMH PO3pOBIIEHHS Ta BIIPOBAJKCHHSI  MOJIEKYJIIPHO-TeHE THYHUX
MapKepiB, IO IPYHTYIOTHCS Ha BUKOPHMCTaHHI MOJiMOP(}i3My iHTPOHIB TeHiB Giikis
ourockenetry (a-, B-, y-TyOymiH Ta akTHH), A9 reHeTHUHOL madepenianii Ta
T€HOTHITYBaHHS POCIIHH.

Hucepranis «ITonimopdism nosxuHu IHTPOHIB T'eHiB OiNKiB LUTOCKENIETY SIK
e(ekTUBHUIN iHCTpyMeHT TCHOTHITyBaHHS POCIHHY» 32 CBOEIO aKTYalbHICTIO, 06CATOM
BUKOHAHMX  JOCII/DKEHb,  IHTepHperamiero  Ta y3araJlbHEHHAM  OTPHUMAaHUX
pesyJbrariB, IXHIM TEOPETHYHUM i PAKTHYHIM 3HAYEHHSAM, BIIIMOBINAE MACHIOPTY
cremianbaocTi 03.00.22 — MOJICKYJISIpHA I'€HETHKa, a TaKOX BHMOTaM ITOCTAHOBHU
Kabinery Minictpis Vkpainn Ne 567 in 24.07.2013 p. «Ilopsmox mpucymxenus
HAYKOBMX CTYIEHIB 1 IIPUCBOECHHS BYCHOrO 3BAHHS CTapIIOro  HayKOBOIO
CHIBPOOITHUKA», MO CTABISTHCS 10 JIOKTOPCBKMX  JIUCepTalidl, a ii aBrop,
Iipxo SIpocnas BacumbsoBuu, 3aCJIyroBy€ INPUCYIDKCHHs HOMY HayKOBOTO CTYIeHs

MIOKTOpa OI0JIOTiYHUX HayK 3a crerjanbHicTio 03.00.22 — MOJIEKYJIIpHA I'eHETHKA.

Odoiniitanit onoxewT,
AOKTOP Oi0JIONIYHUX HayK
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