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ВИЗНАЧЕННЯ СТАТІ ХМЕЛЮ ЗВИЧАЙНОГО (Humulus lupulus L.) 
ЗА МОЛЕКУЛЯРНИМИ МАРКЕРАМИ 
    

Досліджено поліморфізм мікросателітного локусу HlAGA7 у вибірці                                                                                                                  
зразків хмелю звичайного колекції Інституту сільського 
господарства Полісся НААН; визначено відсутність зв’язку певних 
алелів HlAGA7 зі статтю. Оцінено можливість використання 
специфічного для Y-хромосоми STS-маркера для встановлення 
статі хмелю звичайного. 
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Вступ. Вивчення генетичних систем детермінації статі у рослин викликає 

інтерес з точки зору теоретичного розуміння феномену статі і є актуальним для 

селекційної практики. Одним з популярних рослинних об’єктів зі статевими 

хромосомами є представники роду Humulus – хміль звичайний (H. lupulus L.), який 

має господарське значення для людини, та декоративний хміль японський                        

(H. japonicus Siebold & Zucc.). 

Статеві хромосоми видів роду Humulus знаходяться на пізній стадії еволюції 

статевих систем і є зручними моделями для вивчення цієї стадії [1]. Застосування 

сучасних методів молекулярної генетики, біотехнології, біоінформатики на 

малодосліджених у цьому плані геномах рослин роду Humulus робить значний внесок 

в теоретичне розуміння феномену статі у рослин [2].  

З іншого боку, крім значної теоретичної важливості, молекулярно-генетичний 

аналіз статевих хромосом хмелю має значення для селекції цієї важливої 

сільськогосподарської культури. Швидка ідентифікація статі хмелю є необхідним 

етапом для розмноження цієї рослини, так як тільки незапліднені квітки жіночих 

рослин –  шишки є незамінною сировиною для броварництва – пріоритетного 

комерційного напряму використання хмелю. Також шишки – унікальна рослинна 

сировина завдяки наявності комплексу специфічних смол, поліфенольних сполук, 

ефірних масел і біологічно активних речовин, які мають не тільки смакові і 

ароматичні, але і антибіотичні, антиокислювальні та лікувальні властивості [3]. 

Традиційно визначення статі рослин хмелю проводять за морфологією 

чоловічих та жіночих квіток: за умови високого рівня живлення та вирощування у 

теплиці сіянці зацвітають в перший рік життя, якщо сіянці висаджено у полі – на 
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другий рік. Таким чином, протягом одного року в теплиці чи двох років в полі 

селекціонер вимушений вирощувати близько 50% баластних (чоловічих) рослин. 

Труднощі з визначенням статі на ранніх стадіях розвитку рослин стимулюють 

молекулярно-генетичні дослідження статевих хромосом [4-8]. Мета нашої роботи 

полягала у дослідженні молекулярно-генетичного поліморфізму мікросателітного 

локусу HlAGA7 у вибірці сортів та зразків хмелю звичайного колекції Інституту 

сільського господарства Полісся НААН України та виявлені можливості використання 

певних алелів як молекулярних маркерів статі. Для досягнення поставленої мети 

виконували завдання: молекулярно-генетичний аналіз сортів та зразків хмелю за 

локусом HlAGA7; визначення зв’язку певних алелів локусу HlAGA7 зі статтю. 

Матеріали і методи. Матеріалом досліджень слугували зразки хмелю 

звичайного чоловічої статі восьми колекційних номерів 1з 63-2-3, 1к 64-1-1, 2з 63-2-7, 

2к 64-2-5, 3з 65-6-1, 4з 68-3-1, 5к 67-3-1, 6к 67-4-8 та зразки жіночої статі восьми 

сортів: Житомирський 75, Клон 18, Ксанта, Кумир, Надія, Оболонський, Оскар, 

Хмелеслав селекції Інституту сільського господарства Полісся НААН.  

ДНК виділяли з фрагментів листя за методом [10].  

 Полімеразні ланцюгові реакції (ПЛР) проводили у 0,5 мл-мікропробірках на 

термоциклері "Терцик" («ДНК-технологія», РФ). Реакційна суміш об'ємом 20 мкл 

містила: 10 х ПЛР-буфер (0,2 М Трис-НСl рН 8,4; 0,5 М КС1; 0,01 % Твін-20); 2,5 мМ 

MgCl2; по 0,2 мМ кожного дНТФ; по 0,2 мкМ прямого та зворотного праймерів; 60 нг 

ДНК; 1 од. ДНК-полімерази Taq. На реакційну суміш нашаровували 20 мкл 

мінеральної олії. Кожну постановку ПЛР супроводжували негативним контролем 

(реакційна суміш, що не містила ДНК). Послідовності праймерів та відповідні 

температурно-часові режими ПЛР згідно [9, 11].  

Електрофорез в 2%-х агарозних (локус Y-хромосоми) та 7%-х 

поліакриламідних (локус HlAGA7) гелях та візуалізацію продуктів ампліфікації 

проведено за загальноприйнятими методиками. Довжини продуктів ампліфікації 

розраховували за допомогою системи документації і аналізу гелів «Image Master 

VDS» («AmershamPharmacia Biotech», СКВ) згідно з інструкцією користувача. 

           Результати дослідження та їх обговорення. Для молекулярно-генетичного 

дослідження обрано мікросателітний локус HlAGA7 для виявлення можливості 

використання певних алелів як маркерів статі хмелю звичайного, для чого проведено 

ПЛР-аналіз 16 зразків хмелю звичайного чоловічої та жіночої статі (рис. 1).   

При ПЛР-аналізі зразків чоловічої статі визначено три алеля локусу HlAGA7 

довжиною 180, 189 та 213 п.н., причому сім зразків мали генотип 180-189 п.н. і один 

зразок – 180-213 п.н. Для вибірки зразків жіночої статі встановлено чотири алеля 

довжиною в діапазоні 183-225 п.н. (табл.).  

За результатами досліджень Покорна [12]  серед 142 сортів хмелю звичайного 

різного походження визначено 10 алелів локусу HlAGA7 довжиною в діапазоні   173-

232 п.н. Джакс зі співавторами [9] при ПЛР-аналізі 174 генотипів хмелю звичайного 
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різного еколого-географічного походження за локусом HlAGA7 встановив 35 алелів 

розмірами 157-249 п.н. За результатами нашого дослідження встановлено шість 

алелів локусу HlAGA7, розміри яких варіювали у діапазоні від 180 до 225 п.н.  

Проаналізована можливість використання певних алелів локусу HlAGA7 як 

статеспецифічних маркерів, виходячи з даних Джакс зі співавторами [9]. Автори 

встановили при аналізі розподілу алелів локусу HlAGA7 в групах зразків чоловічої та 

жіночої статі, що у зразків чоловічої статі ампліфікуються чоловічоспецифічні алелі 

довжиною 165 п.н. або 210 п.н. (для європейської або азіатської та американської 

зародкової плазми відповідно) та інший алель Х-хромосоми (чоловічі зразки завжди є 

гетерозиготними); у зразків жіночої статі ампліфікуються один або два (гомозигота 

або гетерозигота) нечоловічоспецифічні алелі [9]. У нашому дослідженні не виявлено 

алелів довжиною 165 та 210 п.н. ані в зразках жіночої статі, ані в зразках чоловічої 

статі. Отримані нами результати не співпадають з очікуваними за літературними 

даними. Таким чином, розглядати алелі локусу HlAGA7 як потенційні маркери статі 

неможливо. 
                    

 
   

 М 1 2 3 4 5 6 7 8 К  М 1 2 3 4 5 6 7 8 К 
     а            б     

                                 

Рис. 1. Електрофоретичні профілі продуктів ампліфікації: локус HlAGA7; зразки хмелю 
звичайного (а) чоловічої статі колекційних номерів 3з 65-6-1 (1), 2к 64-2-5 (2), 1к 64-1-1 (3),            
2з 63-2-7 (4), 1з 63-2-3 (5), 5к 67-3-1 (6), 6к 67-4-8 (7), 4з 68-3-1 (8) та (б) жіночої статі сортів 

Надія (1), Оскар (2), Клон 18 (3), Оболонський (4), Хмелеслав (5), Кумир (6), Ксанта (7), 
Житомирський 75 (8). М – маркер молекулярної маси pUC19 DNA/MspI. К – негативний 

контроль (ПЛР-суміш без ДНК) 
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Таблиця  
 

Поліморфізм мікросателітного локусу HlAGA7 хмелю звичайного     
                                                                                           

Зразок   
чоловічої статі 

колекційних 
номерів 

Довжина 
фрагментів 

ампліфікації локусу 
HlAGA7, п.н. 

Зразок жіночої 
статі сорту 

Довжина 
фрагментів 

ампліфікації локусу 
HlAGA7, п.н. 

3з 65-6-1 180, 189 Надія 183, 207 

2к 64-2-5 180, 189 Оскар 207, 207 

1к 64-1-1 180, 213 Клон 18 183, 207 

2з 63-2-7 180, 189 Оболонський 189, 207 

1з 63-2-3 180, 189 Хмелеслав 183, 207 

5к 67-3-1 180, 189 Кумир 183, 207 

6к 67-4-8 180, 189 Ксанта 183, 225 

4з 68-3-1 180, 189 Житомирський 75 183, 207 

 

Неможливість використання певних алелів мікросателітного локусу HlAGA7 як 

маркерів статі призвела до необхідності пошуку іншого статеспецифічного маркера 

та його перевірки на вибірці зразків української селекції. За літературними даними, 

для визначення статі можливо використовувати маркер, розроблений для детекції 

регіону Y-хромосоми; результатом ПЛР-аналізу буде наявність / відсутність 

фрагмента ампліфікації при тестуванні чоловічого / жіночого зразків відповідно. Полі 

з співавторами [7] на основі чоловічоспецифічного RAPD-фрагменту OPJ9 розробили 

STS-маркер, специфічний до Y-хромосоми. При ПЛР-аналізі за даним маркером в 

зразках чоловічої статі відбувається ампліфікація фрагмента довжиною 1150 п.н., 

тоді як в зразках жіночої статі продукти ампліфікації відсутні. Патзак з співавторами 

[11] використали цей маркер для оцінки 770 генотипів F1-потомства трьох 

схрещувань та успішно встановили стать у ювенальних рослин хмелю. Даний маркер 

обрано нами для оцінки можливості його використання як статеспецифічного у 

вибірці зразків хмелю звичайного української селекції.  

При ПЛР-аналізі 16 зразків хмелю звичайного за маркером STS продукт 

ампліфікації довжиною 1150 п.н. отримано для всіх зразків чоловічої статі і не 

отримано для зразків жіночої статі (рис. 2). Слід зазначити, що відсутність продуктів 

ампліфікації у зразках жіночої статі не пов’язана з «неякісною» матричною ДНК, так 

як при мікросателітному аналізі даних сортів за локусом HlAGA7 продукти 

ампліфікації отримано для всіх жіночих зразків, а також в попередніх дослідженнях 

для даних сортів отримано молекулярно-генетичні паспорти [13]. Тобто виключено 

псевдонегативний результат щодо зразків жіночої статі. Таким чином, на вибірці 

зразків хмелю української селекеції підтверджено, що маркер STS дозволяє 

ідентифікувати стать.  

Позитивним моментом при використанні даного маркера є можливість 

розподілу продуктів ампліфікації у 2%-у агарозному гелі, що значно спрощує та 

скорочує процес визначення статі. 
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     М    1     2     3      4     5     6     7     8     К          М    1      2      3     4     5      6     7      8     К      

                          а                                                                   б 

Рис. 2. Електрофоретичні профілі продуктів ампліфікації: (а) STS-локус Y-хромосоми; зразки 
хмелю звичайного чоловічої статі колекційних номерів 3з 65-6-1 (1), 2к 64-2-5 (2), 1к 64-1-1 (3), 2з 

63-2-7 (4), 1з 63-2-3 (5), 5к 67-3-1 (6), 6к 67-4-8 (7), 4з 68-3-1 (8); (б) STS-локус Y-хромосоми; 
зразки хмелю звичайного жіночої статі сортів Надія (1), Оскар (2), Клон 18 (3), Оболонський (4), 

Хмелеслав (5), Кумир (6), Ксанта (7), Житомирський 75 (8). М – маркер молекулярної маси 
GeneRuler DNA Ladder mix. К – негативний контроль (ПЛР-суміш без ДНК) 

           

Процедура з використанням STS-маркера є швидкою і маловитратною, що має 

значення для експрес-діагностики великої кількості зразків. Перевагою методу також 

є добір для аналізу незначної кількості вихідного рослинного матеріалу, що дозволяє 

залишити рослину життєздатною для подальшого дорощування дібраних зразків. 

Впровадження молекулярних маркерів для визначення статі в програми селекції 

хмелю, так званий добір за молекулярними маркерами (Marker Assisted Selection), 

підвищить ефективність селекції і дозволить скоротити витрати праці, площ, часу. 

Висновки. За результатами дослідження молекулярно-генетичного 

поліморфізму мікросателітного локусу HlAGA7 використовувати його алелі як 

маркери статі хмелю звичайного неможливо внаслідок відсутності зв’язку наявності 

певного алеля (алелів) тільки у зразків певної статі. STS-маркер регіону Y-хромосоми 

є придатним для диференціації зразків хмелю звичайного за статтю.  
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