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Бедущего учрежд ения на диссертационнуто работу

9и:кик Берьт 1{онстантиновньт

на тему <5$€Р-анализ генов вирулентности возбудителя фитофтороза

Рйуторйтйога /п/ев[апт >, представленну}о на соискание уненой степени

кандидата биологических наук по специальности 0з.01.06 _ Биотехнология

(в том числе бионанотехнологии)

Актуальность темьп. Фитофтороз картофеля является серьезнь]м

заболеванием, приносящим существеннь]е убьттки сельскому хозяйству.

{имический метод защить| от возбудителя Рйуторйтйога /п/ев[апв

эффективен' но несет много рисков и значительно ухуд1шает экологическу}о

патогенам - наиболее

оправданньтй подход в

эффективньтй,

ре1цении даннои

экономически и экологически

проблемьт. Фднако известно' что

ситуаци1о в агроценозах. €елекция сортов картофеля на устойчивость к

возбудитель фитофтороза обладает очень вьтсокой скорость}о изменч ивости и

преодолевает устойчивость картофеля, обусловленну1о главнь1ми генами

очень бьтстро, в течение 2-х или 3-х сезонов. .{ля разработки методов

генетической защить1 сортов необходимьт знания о молекулярнь1х

механизмах в3аимодейотвия возбудителя и растения-хозяина, механизмах

во3никновения новь1х агрессивнь1х рас патогена. Б связи с этим исследования

9ия<ик Берьт 1{онстантиновнь1, направленнь1е на вь1явление полиморфизма

Ауу генов на уровне нуклеотиднь1х последовательностей явля}отся

актуальнь1ми. в. к. 9ия<ик подо1пла к этой проблеме' основь1ваясь на



современнь1х знаниях о структуре генов

ре3ультате геномного анализа, обгпирной

авирулентности' полученнь1х в

информа|\А!, представленной в

базах даннь1х.

Ёаучная новизна результатов исследований. результатов и вьлводов.

Ёовизна проведеннь1х исследований состоит в том, что впервь1е в мире

5$€Р-анализ бьтл успе1пно исполь3ован как метод различения изолятов Р.

|п{ев1апв. {иссертантом дока3ано, что $5€Р-анализ Ауг генов обладает

хоротлей воспроизводимость}о и вь1соким разре1пением. Ёа больтпом

эксг1ериментальном материале пока3ано, что этот метод эффективно

вь1являет редкие варианть1 Ауг генов. Бпервьте получень1 даннь]е по

полиморфи3му генов Ауг Р. 1пЁв1апз на территории Российской Федер ащии и

г{роведен ана]тиз связи с составом генов устойнивости к фитофторозу у
сложнь1х межвидовьтх гибридов картофеля.

Ёаучная и практическая 3начим

полоэкений, вь;носимьпх на защиту.

Работа имеет теоретическое значение для г{онимания структурь] генов

авирулентности возбуАителя фитофтороза' аллельного полиморфизма, типах

возника}ощих мутаций у1 их потенци€цг{ьной роли в возникновении новь1х

ш]лельнь1х вариантов' которь1е могут экспрессировать белки эффекторьт,

раопознаваемь1е растением-хозяином.

|{олуненнь1е результать1 мох{но исполь3овать для мониторинга популяций Р.

|п[ев1апв и вь1явления лула скрьттой генетической изменчивости €ш1лельного

разнообразия генов авирулентности, что является основой для разработки
новой методоло гии изучения механизмов адаптивной эвол}оции патогена.

Рекомендации по использованипо результатов диссертационной

Р8боть:. Результать1 диссертационной работь] могут бьтть иополь3овань1 в

научно-исследовательских

вь1полня}ощих прикладнь1е

учре}кдениях биологического профиля,

фундаментальнь1е исследов а|1ия

взаимоотноштений ме)кду пара3итом и хозяином. 1{роме того' разработаннь1е

ходе диссертационного исследования протоколь1 полученнь1е



экспериментальньте даннь1е могут бьтть рекомендовань1 при чтении

лекционнь1х спецкурсов по генетике и биотехнологии микроорганизмов' а

также при проведении пабораторно-практических занятий'

€труктура и содерэкание диссертационной работьп'

!'иссертационнаяработапосвященаидентификациииструктурной

характеристике Ауг генов Р.|п[ез1ап5 - возбудителя фитофтороза картофеля'

11,ельто иоследов ания являлась разработка простого и надежного

биотехнологического метода ра3личенйя линий Р. !п|ев[аи'' основанного на

полиморфизмеАуугеновнауровненуклеотиднь1хпоследовательностейна

основе а|1ализаконформационного полиморфизма одноцепочечнь1х молекул

днк ($ $ сР, $ 1п91е- $1гап6 €опфггпа1|оп Р о1уттогр}т! згп)'

3адачидиссертационнойработьтадекватнь1поотавленнойцели

посвящень1 изучени}о полиморфизма Ауг генов' с использованием

применяв1шегосяранеедляэтихцелеймолекулярногометода5$сР.

в настоящей работе вьтбор метода $$сР' аргументирован его

преимуществамипосравнени1осдругимиизвестнь1мимолекулярнь1ми

методамигенотипированиявобнарухсенииредкихискрь1ть1хв

гетерозиготном состоянии мутационнь1х и3менений в одиночнь1х нитях днк'

которь1е явля}отся аллелями исследуемого гена' $$€Р-анализ вшервь1е в мире

бьтлисполь3овандиосертантомдляразличенияизолятовР.!п|е:тапв.

,['иссертация имеет традиционну!о структуру' изло}1(ена на 158 отраницах'

вкл}очает 5 глав, |6 таблиц,27 рисунков, список цитируемьтх работ состоит

из 190 публикаций'

|1редставленобзорна47страницах'вкоторомчеткоиз]1ожень1

современнь1епредотавленияо6иммунитетерастенийкболезням'детально

рассмотрень1 функшии' структура и механизмь1 изменчивости генов

вирулентности Р. !п{ез|апв (лравильнее их назь1вать генами авирулентности)

ут генов устойиивости картофеля, а такх(е молеку]1ярнь1е подходь1 для

и

не



изучения генетического разнообр азия изолятов возбудителя' очевидно' что

автор прекрасно раз6ирается во всех перечисленнь1х проблемах' владеет

современной информа цией и, конечно, обзор может бьтть опубликован в

научном издаь1ути. Бозмохсно, в обзоре не хватает информашии о связи

вь1являемь1х в результате $$€Р ана!|иза аллельнь1х вариантов Ауг -генов о

вирулентность}о изолятов. Автор обосновьтвает в обзоре необходимость и

возможность использован ия для вь1полнения цели диссертационной работьт

именно метода $$сР'

1м1атериаломисследованияслужилидвегруг!пь1изолятов(2з+|6)

йосковской и }{енинградской областей, которь1е 6ьтлиохарактеризовань1

наличи}о в них известнь1х генов авирулентности и полиморфизму этих генов'

вь1явленному методом $$сР. Бсего проанализировань[ 11 Ауг генов' для

которь1х вь1явлень1 от двух до 1шеоти $$сР паттернов' пригоднь1х для

различения !|у|ний Р' !пфв[апв'

\4етод позволяет вь1явить мутации в ках{дой из нитей днк искомого

гена'которь1еотлича}отдоминантнь1еаллелиавирулентностиот

рецеооивнь1х а]1лелей вирулентнооти конкретнь1х генов' кроме того' число

вь1являемь[х зон дает информаци}о о плоидности изолята'

Ёуклеотиднь1ешоследовательностидг!(изотдельнь1х3он55сР

паттернов бьтли оопоставлень1 с последовательностями Ауу генов'

доступнь{ми в базе даннь1х шсв1, новь!е шоследовательности бьтпи

зарегистрировань1. Б больтшинстве случаев отдельнь1е зонь1 ооответствова']1и

рецессивнь1м шт'1елям Аут генов, ответственнь1м за вирулентность' Фднако

для Ауг-Б16 ] найденьт шреимущественно варианть1 гена' связаннь1е с

авирулентность}о'

Фценка оформления работьп'

8целом'диссертационнаяработа9ижикБерьт1(онстантиновнь1нат|исана

хоро1шим литературнь1м язь1ком. Работа оформлена в соответствии с [Ф€1'

Фбзор литературь1 подчинен общей логике исоледовательской работьт'

!.иссертацияилл}острированатаблицамиирисунками.|1роведеннаяавтором

из

г|о



статистическая обработка и использование биоинформатического анализа

г[озволяет оценить достоверность интерпретации полученнь1х результатов'

|1р едставленнь1е вь1водь1 соответству}от полученнь1м результатам'

ионнои
Бопросьп, замечания и

|1роизвольное использование терминов: термин (маркерь1)) часто заменяется

на(дескриг1торь1))'((составгенов))на<профильгенов));нешриемлимо

использовать оочетание ((вирулентътая форма гена>) (вероятно' можно бьтло

ввести такой ' условнь1й термин' взяв его в кавьтнки)'

|[ервоеполо}(ениевдиссертациисформулированонесовсемверново

второй своей части: (5$сР паттернь1 явля}отся надежнь1ми маркерами

полиморфизма Аут генов' пригоднь1ми для различет1ия линий Р' 1п|ев[апз и

своевременного обнаруж енияновь1х патотипов Р' !п|ев[апв>>' Б данном случае

нужнь1 пояснения о корретяции $$сР паттернов и патотипов возбудителя'

(|1оиему ((линии)) патогена, а не гштаммьт? <<'[1инии>> обьтчно употребля}от для

растений).

1{ак правильно указь1вает диссертант, <$$[Р_анализ' как и все методь1'

основаннь1е на шцР, позволяет оценить только отруктурньтй полиморфизм

гена)нонеегофункциональньтеособенности)),вследствиеэтоговь1зь1вает

сомнениеправомочноотьвь|водаотом'что((исг1оль3ованиеметодов

молеку.т1ярно-генетичеокого анализа Ауу генов для раннего обнаруясения

новь1х тптаммов Р. !п{ев[апз и их характерист|4ки позволит прогно3ировать

возможнь{е потери урожая' |1олуненнуто информациъо можно булет

использовать для характеристики вирулентности изучаемь1х 1штаммов Р'

!п|ез|апз, что в сво}о очередь позволит давать прогноз повре}(датощей

опособности этих 1птаммов' если известнь1 гень1 устойиивости к фитофторозу

у сортов картофеля' вь1ращиваемь1х в этих ащоценозах)'

|[олиморфизмгенапоаллельномусоставунео3начаетобнаружения

новь1х патотипов' а свидетельствует о потенциапьной возможности

конкретного а-,1леля в будущем заменить другие аллели в данном гене в

результате рекомбинационньтх собьтт ий лри половом и' возможно' бесшолом



размножениииоделатьгенгомозиготнь1мподаннойш1лели.Боттогда'
возмох{но' продукт этого гена шовлияет на патогеннооть изо[|ята'

Ё1аданньтймоментнетэкспериментальнь1хданнь1хосвязимежду

наличиемотдельнь1халлелейАуггеновивирулентность}оизолятови

поэтому' по-видимФ[}, пока рано делать вь1водь1' о том' что: <<Бовьте

даннь1е о полиморфизме Аут геътовспособству}от изучени}о эвол}оции генома

Р. /фз|апз и могут бьтть иопользовань1 селекционерами для опреде[|еъ1у|я

методомэффекторомикисоответству}ощихгеновуотойнивооти,накоторь1х

строится современная селекция картофело'

Бьтзьтваетнедоумениеутверх(дениедиссертанта'что
к|{ри

определении состава генов вирулентности на раотениях-дифференциаторах'

номеррась1означаетотсутствиеавирулентнойформьтгена.Бирулентная

форма не опреде'1яется с шомощь}о этих дифференциаторов))' как раз

(вирулентнаяформа>определяетояопомощь}одифференциаторов'таккак

номер рась1 свидетельствует о наличии факторов вирулентности к каждому

авирулентнь1е и вирулентнь1е варианть1 генов

'1окусах)) 
- следовш1о бьт объяснить' как автор

из 11 дифференциаторов'

Ба стр.85 <1аким образом'

могут находиться в разнь1х

понимает это утвер>кдение?

[1а стр.120 <1ехно'1огия вь1явления полиморфизма при помощи $$€Р метода

по3воляет типировать линии Р. !п{ез{апз с предсказанием их вирулентности))

Фбъясните,какимпредставляетсяалгоритмпредсказаътия'еслиш1лели

вирулентности вь1явля}отся в гетерозиготе'

!казанньте замечания не снижа!от 3начимости полученнь1х ре3ультатов по

молеку.т1ярной характеристике генов авирулентности возбуАитеуя Р' 1п/ев[апв'

али1шьподчеркива}отпотенциш1ьнь1евозможностирас1ширения

исследов анийв области определения во3мох{ной связи полиморфизма генов

авирулентности Р' !п|ев|апз с фенотипическими г1ризнаками адаптации

патогена.



3аклпочение

!.исоертационнаяработа{ижикБерьт1{онстантиновнь1натему($$сР-
ана]1изгеноввиру'1ентностивозбуАителяфитофторозаР:иу[орйсйота

!п!ёв|апз>), является квалификационной наунно-исс]1едовательской работой' Б

диссертации использовань1 современнь1е молекулярно-генетические методь1'

адекватнь1епоставленнойцелиизадачамисоледования,|{олуиенньте

эксперимента]1ьнь[еданнь1еобладатотнауинойновизной,атакже

представля1откакпрактичеоку1о'такифундамента]1ьну1оценность.Бьтводьт

достовернь{иобоснованьт.Фсновнь1ерезультать1ивь1водь1исследованийпо

диссертационнойработе9ижикБ.1(.опубликовань1в3-хрецензируемь1х

журналах' входящих в г1еречень научнь1х изданий' рекомендованнь1х 
вАк

РФ.Результатьтисследованийапробировань1навсероссийских|4

международнь1х симпо3иумах |4 научнь1х конференциях' Рукопись

авторефератасоответствуетсодержани}орассматриваемойдиооертации,

ре3у'1ьтатам' вь1водам и положениям' вь1нооимь1м на защиту'

?1сходя из вь11шеи3ложенного' диссертационная работа <$$[Р-а||а'\из

генов вирулентности возбуАителя фитофтороза Рйу[орйтйога !п{ев[апз>> по

актуальнооти'новизне'теоретическойишрактическойзначимости

соответотвует критериям пп. 9-.'4 <|[оложения о порядке присуждения

учень1х степеней), утвержденного постановлением |[равительства РФ от 24

сентября 20\з г. ]\гч 842, и предотавляет ообой завер1шенну}о научно_

квалификационну1о работу, а ее автФ!' 9ихсик Бера 1(онстантиновна'

заслуживаетприсужденияискомойстепеникандидатабиологическихнаук

шоспециальности0з.01.06Биотехнология(втомчисле
бионанотехнологии)'
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