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ВІДГУК
офіційного опонента на дисертаційну роботу Венгера Андрія Миколайовича «Молекулярно-біотехнологічні засади визначення типу сорту, статі та ураження Agrobacterium tumefaciens хмелю звичайного» подану до захисту на здобуття наукового ступеня кандидата біологічних наук за спеціальністю 03.00.20 – біотехнологія
Актуальність теми дисертаційної роботи. Однією із пріоритетних проблем АПК України є підвищення врожаю і покращення якості шишок хмелю звичайного (Humulus lupulus L.), що обумовлено його важливим соціально-економічним, екологічним та народногосподарським значенням для багатьох галузей народного господарства. У кінці 80-х років ХХ століття у розвиток хмелярства було вкладено понад 150 млн. доларів. Україна була однією з найбільших виробників хмелю у світі. 
Об’єднання «Укрхміль» за кількістю і якістю виробленого хмелю займало п’яте місце після Німеччини, США, Китаю й Чехії, причому господарства одержували мільйонні прибутки. Нині вітчизняний ринок заполонила дешева, не натуральна продукція закордонного виробництва, яка видається за хмелесировину. Водночас площі хмільників в зонах Полісся і Лісостепу України зменшилися з 9 до 1,2 тис. га., виробництво змелю з 7 до 700 тис. т., а врожай – з 10 – 15 до 2 – 5 ц/га. Основними лімітуючими чинниками зниження продуктивності хмелю є вирощування застарілих сортів з низьким генетичним і адаптаційним потенціалом та стійкістю проти абіо- та біотичних стресових чинників середовища. 

Програма відродження хмелярства в Україні передбачено довести площі хмелю до 4 тис. га. Це передбачає розробку новітніх, стійких і оптимально пристосованих до грунтово-кліматичних зон високопродуктивних сортів і біотехнологій нового покоління вирощування хмелю звичайного на безвірусній основі in vitro, які відповідали би сучасному рівню сільськогосподарського виробництва й пивоваріння, що дасть можливість планово проводити сортозміни, сортооновлення, підвищувати економічну ефективність виробництва та врожай сухих шишок до 25-30 ц/га. 

Хміль звичайний в Україні, якому немає рівних у світі, нині вирощують 60 господарств на площі більше 1200 га. Важливість галузі хмелярства для економіки України вимагає використання молекулярних біотехнологій нового покоління з метою створення конкурентноспроможних сортів, що потребує розширення спектра фундаментальних досліджень з геноміки рослин хмелю звичайного. Створення високоякісних і конкурентноспроможних сортів обумовлено, зокрема, можливістю виявлення типу сорту на ранніх етапах онтогенезу у зразків, які у подальшому залучатимуться у селекційний процес, а також їх статі та детекції збудника бактеріального раку рослин Agrobacterium tumefaciens. За умов попереднього тестування зразків хмелю звичайного за даними ознаками виключається можливість накопичення зайвого (баластного) садивного матеріалу. 
Найціннішою частиною хмелю звичайного є шишки, які містять  комплекс специфічних смол, поліфенольних сполук, ефірних олій і біологічно активних речовин, мають високі смакові, ароматичні, антибіотичні, антиокиснювальні та лікувальні властивості. Головна мета селекційної роботи з хмелем звичайним полягає в підвищенні кількості та покращенні якості вторинних метаболітів, що акумулюються в лупулінових зернах шишок. У зв’язку з цим, дисертаційна робота Андрія Миколайовича Венгера, яка присвячена розробці молекулярно-біотехнологічних засад визначення типу сорту, статі і ураження Agrobаcterium tumefaciens, є актуальною й перспективною з точки зору теоретичної  та практичної значущості. 
У роботі дисертант чітко формулює мету досліджень, обгрунтовує робочу гіпотезу та логіку постановки експериментів. Дисертація складається із списку умовних скорочень, вступу, огляду літератури, матеріалів і методів, чотирьох розділів результатів власних досліджень, аналізу й узагальнення результатів, висновків, практичних рекомендацій, списку використаної літератури та додатку. Обсяг дисертації становить 140 сторінок машинописного тексту, яка містить 14 таблиць і 26 рисунків. Список використаної літератури складає 131 джерело і додаток 8 сторінок.
У розділі 1 «Огляд літератури», який дисертантом складено послідовно і висококваліфіковано, представлено сучасний стан досліджень з біотехнології рослин  хмелю звичайного. Систематизовано наявні літературні дані щодо різноманіття і біологічної ролі халконсинтаз у синтезі гірких речовин в шишках й висвітлено біохімічні ознаки типів сорту хмелю звичайного. Наведено інформацію щодо молекулярно-генетичного різноманіття статевих хромосом і Ті-плазміди Agrobаcterium tumefaciens та методик виявлення бактеріального раку у рослин хмелю звичайного. Окреслено молекулярно-генетичні властивості ядерних генів, що пов’язані з синтезом гірких речовин в шишках хмелю звичайного та статтю, а також плазмідних, які асоційовані з проявом бактеріального раку у рослин. 
У розділі 2 «Матеріали і методи» описано об’єкти  досліджень, які включають 20 сортів і 8 чоловічих зразків хмелю звичайного української селекції, чистої культури Agrobаcterium tumefaciens й нуклеотидних послідовностей генів. Викладено умови проведення експериментів, подано метод отримання матеріалу хмелю звичайного, вільного від Agrobаcterium tumefaciens, виділення ДНК із рослинного і бактеріального матеріалу, умови проведення полімеразних ланцюгових реакцій та палітру методів статистичної обробки даних. 
Для проведення досліджень автором розроблено оригінальну схему, яка включає три етапи. Оприлюднено походження і біохімічні показники якості шишок сортів хмелю звичайного української селекції.
У розділі 3 «Використання молекулярних маркерів для детекції бактеріального раку, добір та введення в культуру in vitro зразків хмелю звичайного, вільних від Agrobаcterium tumefaciens» показано ефективність і селективність використання молекулярних маркерів генів ipt й вірулентності Ті-плазміди (virD2) для ідентифікації Agrobаcterium tumefaciens нопалінового, окто- та агроцинопінового типів. Оптимізовано систему детекції Agrobаcterium tumefaciens, що спричиняє бактеріальний рак хмелю звичайного, за допомогою молекулярних маркерів генів вірулентності Ті-плазміди (virD2) та ipt. Методом ПЛР-аналізу досліджено, добрано та введено в культуру in vitro 197 зразків 20 сортів хмелю звичайного української селекції, вільних від Agrobаcterium tumefaciens. Водночас рекомендовано їх подальше використання для досліджень та введення в культуру in vivo.
У розділі 4 «Дослідження генів, що кодують халконсинтази» Оприлюднено результати ПЛР- аналізу генів, що кодують халконсинтази 2, 3, і 4 (chs2, chs3 та chs4) сортів хмелю звичайного. Характерно, що у більшості випадків сорти хмелю української селекції мали іншу кількість і розмір фрагментів ампліфікації, ніж інших вибірок. Найконсервативнішим виявився досліджений регіон нітрону гена, що кодує валерофенонсинтазу (vps), який є однаковим за розміром у сортів української та світової колекції. Отже, у рослин хмелю звичайного української селекції вперше виявлено поліморфізм локусів, що вважалися не поліморфними. Отримані ПЛР-дослідження частково збігаються з літературними даними, проте у дисертаційній роботі отримано продукти ампліфікації з різною довжиною. 
У розділі 5 «Зв’язок між поліморфізмом генів, що кодують халконсинтази, та рівнем гірких речовин у хмелю звичайного» репрезентовано зв'язок між поліморфізмом генів, що кодують халконсинтазу 1, 2, 3 і 4 (chs_H1, chs2, chs3, chs4) й валерофенонсинтазу (vps) та ознакою «тип сорту» (гіркий або ароматичний) хмелю звичайного. За результатами дослідження поліморфізму генів, що кодують халконсинтази проведено кластерний аналіз та побудовано дендрограму, що складається з двох кластерів. До першого увійшли гіркі сорти, другого – ароматичні. Достовірність зв’язку між поліморфізмом генів, що кодують халконсинтази 1, 2, 3 і 4 (chs_H1, chs2, chs3, chs4) й валерофенонсинтазу (vps) та ознакою «тип сорту» визначено за допомогою коефіцієнту рангової кореляції Спірмана.
У розділі 6 «Дослідження статі хмелю звичайного за допомогою молекулярних маркерів» озвучено результати ПЛР-аналізу мікросателітного локусу HlAGA7 і послідовність мічених атомів STS-локусу Y-хромосоми 20 сортів та 8 чоловічих зразків хмелю звичайного. Визначено відсутність зв’язку між поліморфізмом мікросателітного локусу HlAGA7 та статтю, а також статєспецифічность STS-маркера у рослин хмелю звичайного.
У розділі 7 «Аналіз і узагальнення результатів досліджень» систематизовано еспериментальні дані і підтверджено робочу гіпотезу дисертанта, а також поетапно описано методику оцінки рослин хмелю звичайного за типом сорту, статтю та ураженням Agrobаcterium tumefaciens.
Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Дисертаційну роботу виконано у відділі загальної і молекулярної генетики Селекційно-генетичного інституту – Національного центру насіннєзнавства та сортовивчення НААН України (до квітня 2012 р. – відділ молекулярної генетики Південного біотехнологічного центру в рослинництві) згідно завдань «Розробити сучасні біотехнологічні методи оцінки різноманіття генофонду хмелю України з метою ідентифікації генотипів, їх збереження і використання у селекційному процесі» НТП 20 «Хміль» (№ держреєстрації 0109U001140) та «Маркування генів агрономічно важливих ознак хмелю звичайного та розробка біотехнологічних прийомів одержання нових сомаклонів» ПНД 23 «Сільськогосподарська біотехнологія 2011-2015 рр.» (№ держреєстрації 0111U006105).
Наукова новизна одержаних результатів. Дисертантом уперше проаналізовано поліморфізм регіонів генів, що кодують халконсинтази, 1, 2, 3 і 4 (chs_H1, chs2, chs3, chs4) та валерофенонсинтазу (vps) у сортів хмелю звичайного української селекції. Здійснено анотацію генів халконсинтаз 2, 3 і 4 (chs2, chs3 та chs4) хмелю звичайного. Розроблено методологічний підхід для оцінювання типу сорту хмелю звичайного за допомогою молекулярних маркерів. Виявлено можливість визначення статі за даними поліморфізму мікросателітного локусу HlAGA7 та регіону Y-хромосоми у зразків хмелю звичайного. Проведено валідацію молекулярних маркерів з метою виявлення збудника бактеріального раку рослин Agrobacterium tumefaciens. 
Теоретичне значення результатів досліджень. Експерименти, які проведено дисертантом, вносять суттєвий вклад у біотехнологію рослин, зокрема хмелю звичайного, розширюють уяву щодо мінливості його геному та Agrobacterium tumefaciens.
Практичне значення результатів досліджень полягає у розробці молекулярно-біотехнологічних засад визначення типу сорту, статі та ураження Agrobacterium tumefaciens рослин хмелю звичайного.
Ступінь обгрунтованості та достовірності положень, висновків і рекомендацій, сформульованих у дисертації. Дисертант грунтовно пpoaнaлiзyвaв наявні лiтepaтypні джерела біотехнологічних досліджень і поліморфізму ДНК-маркерів хмелю звичайного та Agrobacterium tumefaciens. Доведено актуальність і важливість розробки молекулярно-біотехнологічних засад визначення типу сорту, статі та ураження Agrobacterium tumefaciens хмелю звичайного.
У процесі виконання роботи дисертант використав сучасні методи, а саме культуру тканин in vitro, полімеразну ланцюгову реакцію, статистичний та біоінформатичний аналіз. 
У цілому, дисертаційна робота Андрія Миколайовича Венгера представляє цінність для біотехнологічної науки, яка за актуальністю, науковою новизною отриманих результатів, методичним рівнем та обсягом проведених системних досліджень повністю відповідає вимогам, що висуваються до дисертаційних робіт на здобуття наукового ступеня кандидата біологічних наук і може бути рекомендована до офіційного захисту за спеціальністю 03.00.20 – біотехнологія. 
Повнота викладу матеріалів дисертації в опублікованих працях і авторефераті. Матеріали дисертації Андрія Миколайовича Венгера неодноразово апробовано на численних міжнародних і вітчизняних конференціях, досить повно відображені у публікаціях, серед яких 17 наукових праць, із них шість статей (п’ять опубліковано у фахових наукових виданнях), деклараційний патент України на корисну модель, 9 тез доповідей на наукових конференціях та методичні рекомендації. Основні положення дисертації ідентичні змісту автореферату. Висновки у дисертації сформульовано правильно, які ґрунтуються на фактичному матеріалі. Експериментальні дані оброблено статистично, які достовірні, мають методологічну спрямованість, вагоме теоретичне і прикладне значення, високий ступінь вірогідності та відтворення. Матеріали дисертаційної роботи викладено чітко і логічно й проілюстровано чисельними рисунками. 
Недоліки та зауваження: 

- у огляді літератури недостатньо оприлюднено наукові праці з біотехнології сортів хмелю звичайного вітчизняних і зарубіжних авторів;

- підрозділ 1.3. бажано було б розпочати з особливостей протеоміки і біосинтезу гірких речовин у жіночих й чоловічих рослин з розкриттям фізіолого-біохімічних аспектів необхідності елімінації чоловічих рослин в умовах плантаційного вирощування;

- дискусійним залишається питання (висновок 2), що шляхом добору за молекулярними маркерами Ті-плазміди можна отримати 197 зразків хмелю звичайного, які вільні від інфекції;

- перше речення висновку 4 дублює положення висновку 3;

- у дисертації відсутні фотоматеріали 197 зразків хмелю звичайного в культурі in vitro;

- як контроль при кластерному аналізі поліморфізму генів, що кодують халконсинтази, до вибірки українських сортів хмелю звичайного доцільно добавити дані щодо сорту хмелю звичайного іноземної селекції;
- у літературі описано синоніми Rhizobium radiobacter та Agrobacterium tumefaciens. Виникає питання, чому в дисертаційній роботі використано видову назву Agrobacterium tumefaciens?
- на с. 120 відсутній рік видання журналу «Science»;

- рисунки в тексті дисертації потребують вищої якості;
- відсутні висновки після кожного розділу дисертаційної роботи;

- у тексті дисертації зустрічаються деякі описки, неточні вирази та помилки, наприклад, «геномики» (с. 33), «на пильовиках» (с.15), «мілких квіток» (с. 15), «інгибіторами» (с. 16), «цитокіни» (с.27), «зробити висновок» (с. 33), «пластина» (с. 47), «стовбур хмелю» (с. 58), «Мурасиге Скуга» (с. 40, 59), «пухиноутворююча» (с. 61) тощо.

Однак, виявлені нами недоліки і суперечливі трактування окремих власних результатів не зачіпають ні одного із принципових положень чи висновків, які сформульовано дисертантом. Вони не можуть похитнути загальної думки опонента, що Андрієм Миколайовичем Венгером проведено глибоке високопрофесійне дослідження, результати якого є суттєвим для науки. Дійсно, у даній дисертаційній роботі можна знайти нові методичні підходи, блискучу і іноді добре загострену думку, лаконічність викладу, узагальнення найціннішого із всього, що досліджувалось дисертантом. 
Рекомендації щодо використання результатів дисертаційного дослідження в практиці. Отримані результати Андрієм Миколайовичем Венгером мають вагоме значення для подальшого розвитку фундаментальних і прикладних наукових напрямків біотехнології й геноміки рослин. 
Висновок про відповідність дисертації встановленим вимогам, які пред’являються до наукового ступеня кандидата біологічних наук.  Вважаю, що за обсягом, науково-методичною спрямованістю, актуальністю і науковим значенням виконаних досліджень рецензована дисертаційна робота «Молекулярно-біотехнологічні засади визначення типу сорту, статі та ураження Agrobacterium tumefaciens хмелю звичайного» є багатоплановою, самостійною і завершеною науковою роботою, яка цілком відповідає 
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Benrep Auapiii MukoaaiioBHY 3acilyroBy€ MPHUCYDKEHHS HAyKOBOI'O CTYIEHs

KaHIMIaTa 610J0riuHUX Hayk 3a creniaipHicTio 03.00.20 — 6ioTexHoOor1s.

Od¢iniiHui OMOHEHT:

JTOKTOP O10JIOTTYHUX HAYK,

npodecop, uneH-kopecnonaeHT HAH Ykpainu,
3aciy)KeHUH 114 HayKy 1 TEXHIKK Y KpalHy,
npodecop kabenpu ¢iziosnorii, 010XiMIil pOCIUH

Ta 6loeHepreTHKH HamioHaabHOro yHIBEPCUTETY
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