Отзыв официального оппонента
о диссертационной работе Леоновой Ирины Николаевны на тему “Генетический контроль устойчивости к грибным болезням у мягкой пшеницы с интрогрессиями от Triticum timopheevii Zhuk.”, представленной на соискание ученой степени доктора биологических наук по специальности 03.02.07 - генетика
Актуальность темы, которая рассматривается в диссертационной работе И.Н. Леоновой, относится к исследованиям, связанным с расширением генетического разнообразия мягкой пшеницы по генам устойчивости к грибным болезням. Расширение генотипического разнообразия зерновых культур по хозяйственно-ценным признакам является основой продовольственной безопасности страны, уменьшения стоимости продовольствия и дальнейшего роста продуктивности. В последние годы особенно остро стоит вопрос снижения потерь урожая пшеницы от вредоносных болезней. В современных условиях изменяющегося климата повышается агрессивность и вирулентность грибных патогенов, а также ареалы их распространения. В результате целенаправленной селекции на высокую продуктивность, произошло снижение защитных функций существующих сортов, что в свою очередь привело к ухудшению эпидемиологической ситуации во всех зернопроизводящих регионах России. Использование сортов  пшеницы с генетической устойчивостью является одним из эффективных способов защиты урожая и стабилизации фитосанитарной обстановки. Мировой опыт создания новых селекционных форм мягкой пшеницы показывает, что наиболее крупные успехи в создании устойчивых сортов были достигнуты, когда в скрещиваниях использовались сородичи мягкой пшеницы и другие злаки. В связи с этим работа соискателя по изучению и расширению генетического разнообразия мягкой пшеницы по генам иммунитета к грибным патогенам несомненно являетсятся актуальной.

Научная новизна. В диссертационной работе для поиска генов устойчивости и их интеграции в мягкую пшеницу использована современная инновационная технология, в которой сочетание классических методов генетики и селекции растений, и современных молекулярных подходов позволяет выявлять гены иммунитета и переносить их в геном мягкой пшеницы в ускоренные сроки. В классической селекции  пероцесс получения новых селекционных форм  весьма длительный и продолжается, как правило, не менее 10 лет. Современные биотехнологические подходы сокращают сроки прохождения отдельных этапов селекции более, чем в 2 раза. 


С помощью технологий молекулярного маркирования в данной работе были выявлены не только главные, но и минорные гены и локусы (QTL), детерминирующие устойчивость мягкой пшеницы к бурой ржавчине, что практически невозможно сделать с помощью фитопатологических тестов и методов классической генетики.

Несомненно, очень  важно, что  в данной работе   использованы в качестве экспериментальных моделей интрогрессивные линии, содержащие генетический материал тетраплоидного вида T. timopheevii, который отличается высоким комплексным иммунитетом к различным болезням. 

К основным результатам,   определяющим новизну исследований, следует отнести идентификацию новых, ранее не известных генов и QTLs, контролирующих устойчивость мягкой пшеницы к грибным патогенам. В диссертационной работе изучен генетический контроль устойчивости линий мягкой пшеницы на разных стадиях развития (на стадии проростков и в полевых условиях). Показано, что основой длительной устойчивости мягкой пшеницы к бурой ржавчине является наличие главного и минорных локусов с различным вкладом в устойчивость. Полученные результаты могут быть использованы в качестве основы для выбора генов и их пирамидирования в новых формах мягкой пшеницы. 


Большого внимания заслуживают исследования, оценивающие влияние чужеродного материала на другие агрономически важные признаки, в том числе продуктивность. Проведено детальное картирование локусов, контролирующих ряд важных признаков, таких как период всходы-колошение, признаки продуктивности колоса. Показано, что интрогнессированные фрагменты, содержащие локусы устойчивости к грибным патогенам, не оказывают негативных эффектов на хозяйственно важные признаки. Отсутствие значительных негативных эффектов позволяет использовать интрогрессивные линии и полученные на их основе линии-доноры генов для улучшения сортового материала по генам иммунитета к грибным болезням.

Следует отметить, что результаты, полученные автором, имеют реальный практический выход. В работе была разработана и опробована схема создания новых форм мягкой пшеницы, устойчивых к бурой ржавчине. Схема включает использование дифференцирующих молекулярных маркеров для отбора потомства на ранних стадиях гибридизации. Использование такой схемы привело к отбору на стадии третьего беккросса образцов мягкой пшеницы, характеризующейся эффективной устойчивостью к бурой ржавчине. Полученные в диссертационной работе результаты стали основой нескольких патентов по созданию линий мягкой пшеницы, характеризующихся комплексной устойчивостью к бурой ржавчине и мучнистой росе. Информация, накопленная в процессе выполнения работы, об уровне устойчивости и геномном составе коллекций интрогрессивных линий с генетическим материалом T. timopheevii и молекулярных маркерах, специфичных для фрагментов интрогрессии, может быть использована в практической селекции. Линии-доноры локусов устойчивости в настоящее время используются в совместных проектах ИЦиГ СО РАН и филиала СибНИИРС для создания устойчивых к болезням озимых и яровых форм мягкой пшеницы.
Степень обоснованности научных положений, выводов и рекомендаций. 
Диссертационная работа Леоновой И.Н. выполнена на высоком научном и методическом уровне. Научные положения, сформулированные в диссертации, основаны на экспериментальных результатах, полученных в течение длительного периода (с 1998 по 2014 гг.) с помощью разнообразных методов исследования (фитопатологические тесты, классические методы генетики, молекулярные методы анализа растительного метериала и статистический анализ). Рассуждения, выводы и практические рекомендации, сформулированные в диссертации, аргументированы и обоснованы. Достоверность результатов определяется достаточным числом многолетних полевых наблюдений и лабораторных экспериментов, выполненных с использованием коллекций интрогрессивных линий и картирующих популяций и комплексным анализом полученных результатов с помощью компьютерных программ. Достоверность результатов также подтверждается достаточным числом публикаций в международных и отечественных журналах. Основные результаты опубликованы в 51 печатной работе, из которых 24 статьи в российских и международных изданиях (21 статья из списка ВАК). По результатам работы получено 4 патента на создание линий пшеницы с устойчивостью к грибным болезням. Результаты работы  получили одобрение научной общественности, они докладывались и обсуждались на конференциях, симпозиумах и совещаниях различного уровня.
Структура диссертационной работы. Диссертационная работа построена по традиционному плану, состоит из введения, четырех глав, заключения, выводов и приложения. Изложена на 343 страницах, содержит 47 таблиц и 34 рисунка. Список цитированной литературы включает 641 источник, из них – 82 опубликованы в отечественных изданиях. 

Во введении (стр. 6-16) обоснована актуальность темы исследования, представлена степень разработанности темы, сформулированы цель и задачи работы, положения, выносимые на защиту, методология исследований, научная новизна и практическая значимость и личный вклад соискателя.

Глава 1 (стр. 17-78) является литературным обзором, в котором проанализировано большое количество отечественных и зарубежных научных источников по направлениям исследований, представленных в диссетрации. В данной главе рассматриваются вопросы использования пшениц группы Timopheevi для улучшения мягкой пшеницы по генам иммунитета, приводится описание различных типов ДНК-маркеров для анализа генома растений и описаны технологии и схемы применения молекулярных маркеров для создания новых форм пшеницы и интродукции генов устойчивости в мягкую пшеницу. 

В главе 2 приведены объекты и методы исследования, описаны условия проведения лабораторных и полевых испытаний растительного материала на восприимчивость к грибным патогенам. Приведены программы для картирования генов и локусов количественных признаков и статистические программы обработки экспериментальных результатов и оценки достоверности.

Глава 3 (стр. 90-174) включает результаты исследования и состоит из четырех разделов. В этой главе приведен анализ экспериментальных данных по изучению молекулярно-генетического разнообразия коллекций линий, полученных методом межвидовой гибридизацией на основе различных сортов мягкой пшеницы. К основным результатам, которые обеспечивают новизну, следует отнести картирование новых генов и локусов количественных признаков, детерминирующих устойчивость мягкой пшеницы к грибным болезням, выявление молекулярных маркеров, специфичных для фрагментов транслокации и отработку схем создания линий-доноров локусов устойчивости с привлечение молекулярно-генетических подходов. Кроме этого заслуживают внимания результаты по локализации локусов, контролирующих основные хозяйственно важные признаки мягкой пшеницы и анализ эффектов фрагментов чужеродного генетического материала на проявление этих признаки. Отличительной особенностью данной главы является наличие небольших введений и заключений, написанных для каждого подраздела, что облегчает восприятие текста и позволяет ориентироваться в полученных автором результатов. 

В четвертой главе диссертации (стр. 175-212) проводится анализ полученных в работе результатов и их обсуждение с привлечением литературных данных. В заключении (стр. 213-218) содержится аннотация работы и в кратком виде представлены сведения об основных результатах, полученных в диссертации. Выводы аргументированы, логично сформулированы и соответствуют поставленных задачам.


В приложении (стр. 290-343) приводится информация о генах устойчивости к бурой и стеблевой ржавчине и мучнистой росе, опубликованных в литературных источниках до настоящего времени, и молекулярных маркерах, сцепленных с этими генами. Приводятся таблицы по длинам продуктов амплификации микросателлитных локусов у интрогрессивных линий и картирующих популяций и родительских форм, индексам генетического разнообразия, содержится информация о структурном анализе, проведенном на основании оценки хозяйственно-ценных признаков у интрогрессивных линий. Также представлены дендрограммы генетического сходства интрогрессивных линий и рисунки иллюстрирующие вероятности растпределения ассоциаций маркер-признак и различия интрогрессивных линий по хозяйственно-ценным признакам. 
Замечания к работе:
1. Вывод 3 (стр. 219)  имеет некорректную редакцию, селекция –это отбор (от лат. selection – отбор) и получается, что отбор привел к отбору. 

2.   Вывод 7, в котором утверждается отсутствие негативного влияния генетического материала T.timopheevii в хромосомах 2А, 5B и 6D, содержащих локусы к грибным болезням, на другие хозяйственно-ценные признаки,  не в полной мере отражает полученные соискателем результаты.  В диссертации ( раздел 3.3.1 « Характеристика интрогрессивных линий  T.aestivum/T.timopheevii по хозяйственно-ценным признакам», стр. 134) имеются достоверные данные, подтверждающие обратное. Например, на стр. 136 отмечается « Усредненные данные 3-х полевых сезонов показали достоверное снижение числа зерен в колосе для 13 линий из разных комбинаций скрещивания….. Достоверное снижение числа зерен в колосе, в среднем по комбинациям скрещивания установлено для линий сорта Целинная 20 ( табл. 28, рис. 8 Приложения)».   Считаю, что соискателем правильно, в целом показано отсутствие негативного влияния генетического материала T.timopheevii в хромосомах 2А, 5B и 6D, содержащих локусы к грибным болезням, на другие хозяйственно-ценные [image: image1.png]MPU3HAKM, OJHAKO cleJoBano Obl yKa3aThb HAa OTMEUCHHBIC Cilydan
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Tuccepranmonnas pabora Jleonmosodt M.H. mpeacrabisger cOOOM 3aKOHUYEHHOE
JKCIIEPUMEHTATBHOE HCCIEI0BAHUE, BBIMOIHEHHOE C IPUBJICYCHUEM Pa3HOOOPa3HBIX
METOJOJOTUUECKHX ToaxoaoB. OmnHa MMeeT TEOPETUUECKYI0 M IIPAKTUYECKYIO
3HAYAMOCTb, BHOCHT BKJIAA B pACHIMPEHHE TEHETHYECKOTo pasHOOOpasusi MATKOU
[IIEHUIE] N0 r'eHaM MMMYHHUTETa K TPMOHBIM OONE3HAM. DKOIOrMYecKd Oe30macHBIe
TEXHOJIOTUH, ITPEIIOKEHHBIE W alpoOMpOBAaHHBIE ABTOPOM B MPONECCE BBINOJIHCHUA
NIAHHOM PabOTHI, SBJIAIOTCS OCHOBOM JUIS MX MPAKTHIECKOTO MPUMEHCHUA B COBPEMEHHOU
CeeKIMU JUIS CO3JaHMS HOBHIX (OpPM TIIEHWIBl C YJIYYIICHHBIMUA CBOMCTBAMHU.
JIOCTOBEPHOCTH ~ pe3y/lbTaTOB  HE  BBI3BIBACT ~ COMHEHHS, YTO  IOATBEPKIACTCAH
MOCTATOUHBIM UHCIOM NyOJMKAaUKd B MEXKIYHApOIHBIX H POCCHUMCKHN JKypHaJax.
OTMeueHHble 3aMeuaHusi He CHIDKAIOT o0Iel IeHHocTH paboThl. — ABTOpedepar
muccepraimn  Jleonooit M.H. momHOCTBIO OTpakaeT OCHOBHOC COICPXKAHHC U
MIOJI0KEHUS, BEIIBUHYTHIE COUCKATCIIEM.

[To COBOKYIHOCTU U OOBEMY IOJYYEHHBIX PE3yJIbTAaTOB TUCCEPTAllMOHHAA pabota
JleoroBoii Vipunsl HUKOTaeBHBI COOTBETCBYET TPEOOBAHUAM BAK, n310KE€HHBIM B IIII. 9-
14 «ITonoxkeHusI O TPHUCYKASHUH yueHbIX creneHei» (llocTtaHoBICHME IIpaBuTenbCTBA
Poccuiickoit eneparuu ot 24 centsopa 2013 1. Ne842). Cunraro, 4T0 JIeonoBa HMpuHa
HukomaeBHa 3acIy’KMBaeT IPUCYKICHUS YyUSHOU CTENEHN JTOKTOpa OMOJIOTUYECCKHUX HayK
no crieraiibHoct 03.02.07 — reseTuka.

OduimaabHbIi ONIIOHCHT,
JIOKTOp CEJIBLCKOXO3SMCTBEHHBIX HayK, Ipodeccop, npodeccop Kadeapsl arpOHOMUH,
cemekimu U cemenosoactBa  DenepalbHOr0  rocyAapCTBEHHOTO OO DKETHOTO
00pa30BaTENILHOrO YUYPEXKJACHUS BBICIIETO npoeccnoHaibHOro obpasosanus «OMCKUH
roCcy/1apCTBEHHBINO arpapHbIl YHUBEPCUTCT UMCHH [T.A. CTonbinuHa
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