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Висвітлення стану проблеми. Одним із 
актуальних завдань біотехнологічних до-
сліджень є збереження генетичного різно-
маніття культурних рослин в колекціях in 
vitro, що пов’язано з можливостями їх збе-
рігання в контрольованих умовах середови-
ща, з компактністю колекцій, можливостями 
масового і прискореного розмноження не-
залежно від пори року [1, 2]. Нині методи 
збереження колекцій in vitro потребують 
детальної розробки, оскільки фактично від-
сутні методи моніторингу життєздатності 
мікророслин, недостатньо розроблені ме-
тоди оцінки генетичної стабільності in vitro 
рослин, не визначені строки збереження в 
культурі без пересаджування, зокрема і для 
хмелю звичайного.

Існує декілька способів зберігання in vitro, 
одним з яких є депонування пробіркових 
рослин в умовах низьких позитивних тем-
ператур. Оскільки такі умови зберігання in 
vitro можуть виступати для рослин як стре-
совий фактор, передбачається, що це може 
викликати включення в рослинному орга-
нізмі системи реакцій відповіді на стрес з 

утворенням в клітинах активних форм окси-
гену, а їх накопичення може призвести до 
пошкодження макромолекул, в тому числі і 
до порушень ДНК. При багаторазовому па-
сажуванні експлантів у деяких рослин мож-
лива поява відхилень стабільності геному 
від норми з появою мутацій у потомстві 
регенерованих рослин. Це явище, яке нази-
вається сомаклональною мінливістю, може 
бути визначене як генетична мінливість, яка 
нагромаджується у процесі штучного куль-
тивування тканин. Генетична мінливість, 
викликана мутаціями, успадковується не 
тільки в ряді клітинних поколінь, але і в по-
томстві регенерантів, у зв’язку з чим цей 
тип мінливості має найбільше значення для 
селекції, оскільки саме він дозволяє створю-
вати нові генотипи [3].           

Тому обов’язковою умовою мікроклональ-
ного розмноження рослин є використання 
об’єктів, які повністю оберігають генетичну 
стабільність на усіх етапах процесу від екс-
плантів до рослин у полі. Для хмелю звичай-
ного ці умови переважно задовольняє вико-
ристання апексів і пазушних бруньок [2, 4, 
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5]. У розсадництві хмелю, за умов масового 
виробництва садивного матеріалу методом 
in vitro та тривалого періоду багаторазового 
пасажування чи зберігання експлантів у ко-
лекції in vitro, моніторинг сортової чистоти 
є найбільш актуальною проблемою, яка по-
требує наукового вирішення.

Нині в Україні використовують методи 
ідентифікації генотипів хмелю за морфоло-
гічними, біохімічними та господарськими 
ознаками [6-8]. Але вони мають ряд недо-
ліків. Показники фенотипових ознак (фор-
ма куща, шишки, індекс щільності шишки, 
кількість лупулінових зерен та інші) в першу 
чергу залежать від фаз розвитку рослини 
та її віку. На біохімічні та господарські по-
казники впливають цілий ряд екологічних 
(кліматичні умови, ґрунтовий покрив, регі-
он вирощування) та агрохімічних (культу-
ра землеробства, умови живлення, строки 
збирання, ступінь пошкодження хвороба-
ми) чинників. Ідентифікація сортів хмелю 
такими методами потребує тривалого часу 
— від кількох місяців до декількох років. 
При цьому визначити належність саджан-
ців за допомогою цих методів практично 
неможливо. Провести сортову ідентифі-
кацію садивного матеріалу хмелю на ета-
пах розмноження можливо лише за допо-
могою молекулярно-генетичного методу 
на основі ПЛР-аналізу [9-11]. Успішне за-
стосування ДНК-ідентифікації на багатьох 
культурах дало можливість проводити ви-
значення рівня їх генетичної спорідненості, 
реєстрацію генотипів, створити бази даних 
за ДНК-типуванням тощо. Результати цих 
досліджень широко використовуються як в 
розсадництві, так і в селекції сільськогоспо-
дарських культур

Постановка проблеми. Дослідження, 
які проводились у Чехії, Німеччині, США, 
Словенії, Японії та в Україні (НУБіП, СГІ-
НЦСН, ІСГП) показали доцільність про-
ведення ПЛР для ідентифікації сортів ві-
тчизняної та світової колекції різноманіття 
хмелю звичайного. Результати досліджень 
молекулярно-генетичного поліморфізму 
геному хмелю та розроблені на їх основі 
ДНК-маркери успішно впроваджуються в 
селекцію цієї культури для ідентифікації 
сортів та нового селекційного матеріа-
лу, контролю автентичності та генетич-
ної чистоти сортів, добору носіїв певних 
генів важливих агрономічних ознак, ви-
значення сомаклональної варіабельності 
та генетичної стабільності, генетичного 

картування, детекції та діагностики пато-
генів. При цьому використано різні типи 
молекулярних маркерів, зокрема: RAPD- 
(Random Amplified Polymorphic DNA), SSR- 
(Simple Sequence Repeats), STS- (Sequence 
Tagged Sites), ISSR- (Inter-Simple Sequence 
Repeat), AFLP- (Amplified Fragment Lengths 
Polymorphism), SNP-маркери (Single 
Nucleotide Polymorphisms). 

До найбільш привабливих для оцінки ге-
нетичного різноманіття хмелю  віднесено 
мікросателітні (МС) або SSR-маркери, які 
мають високий ступінь поліморфізму, ко-
домінантний характер успадкування, висо-
ку відтворюваність результатів, можливість 
стандартизації набору маркерів та методик 
між лабораторіями, а також автоматизації 
аналізу. 

Серед найпоширеніших методів виявлен-
ня поліморфізму послідовностей ДНК виді-
ляють такі: аналіз довжин деструкційних 
фрагментів ДНК (ПДРФ) та аналіз полімор-
фізму за допомогою ПЛР та її різновидів: 
RAPD, ISSR, AFLP, SSR. Визначення опти-
мальних умов підготовки і проведення ПЛР 
для тканин хмелю і підбір найбільш відпо-
відного методу виявлення його сортового 
поліморфізму дасть можливість з високою 
точністю визначати сортову чистоту рослин 
хмелю на всіх етапах їх росту і розвитку.

До 2005 року кількість МС маркерів хме-
лю звичайного була обмежена: перші чотири 
SSR- маркери розроблено (Bredy J.L. ets., 
1996) в 1996 році [12], в 2002 році (Jakse J. 
ets., 2002) було запропоновано 11 [13] та в 
2004 році (Нadonou A. ets., 2004) - 10 нових 
маркерів [14]. Декількома групами дослід-
ників проведено широкомасштабне виділен-
ня МС послідовностей геному хмелю шляхом 
конструювання SSR- збагачених геномних 
бібліотек та розроблено 60 МС маркерів [15, 
16]. За локусами 11a59, 7a82, 3a88, 5-2 до-
сліджено варіабельність 124 зразків дикого  
хмелю (з Європи, Азії, Північної Америки) 
та сортів і селекційних клонів світового ге-
нетичного різноманіття хмелю [13]. 

Поліморфізм МС локусів ДНК сортів хме-
лю вітчизняної селекції досліджувався Ю.М. 
Сиволапом зі співавторами [9], М.Д. Мель-
ничуком та ін. [10], В.Б. Ковальовим та ін. 
[11]. Визначено, що кожний генотип україн-
ської селекції має індивідуальний набір але-
лів досліджуваних локусів та запропоновано 
реєструвати генетичні карти сортів у вигляді 
генетичних літеро-числових або біноміналь-
них формул для проведення ідентифікації 
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зразків із сумнівним походженням, нових 
генотипів, верифікації садивного матеріалу, 
експертизи сортів при їх державній реєстра-
ції для захисту майнових і авторських прав 
селекційних установ. 

Метою дослідження нами було окреслено 
комплекс питань щодо визначення стабіль-
ності геному сортів хмелю селекції ІСГП за 
умов тривалого періоду багаторазового па-
сажування та зберігання експлантів із колек-
ції в  умовах in vitro.

Методика досліджень. Об’єктом для до-
сліджень виступали біотехнологічні методи 
визначення сортового  поліморфізму ДНК 
хмелю. 

В дослідах використовували сорти хмелю 
Кумир, Альта, Заграва та Славянка. Рослини 
відбирали згідно зі схемами розсадників та 
за характерними сортовими морфологічни-
ми і біохімічними ознаками в базовій ко-
лекції генофонду хмелю звичайного ІСГП 
НААН. Листя для аналізу відбирали з іден-
тифікованих рослин хмелю, з регенерантів 
in vitro, які були отримані з ініціальних рос-
лин, а також з рослин, які зберігаються у 
колекції in vitro. 

Живці висаджували у суміш торфу з піс-
ком і пророщували при температурі повітря 
+20 оС та освітленні 3 клк. Після того, як 
живці утворювали зелені пагони з п’ятьма–
шістьма міжвузлями, з них відбирали листя і 
проводили виділення та очищення ДНК, згід-
но з розробленою нами методикою. У віді-
браних зразках поводили аналіз поліморфіз-
му мікросателітних локусів за дванадцятьма 
відомими праймерами для диференціації та 
ідентифікації  сортів хмелю: 11a-59,  HlG-A3, 
3a-88, 5-2, HlG-A4, HlG-A9, HlG-A29, HlG-T1, 
HlG-T2, HlG-T4, HlG-T5, HlG-T10.

Верхівки відібраних рослин стерилізува-
ли у 3%-му розчині хлораміну і висаджу-
вали на поживні середовища, які містили 
макроелементи за Ніччем (Nitsch,1969), 
мікроелементи згідно з прописом Мурасі-
ге-Скуга (Murasige, Scoog, 1962), глюкозу, 
кінетин і β-ІОК, які не мали у своєму скла-
ді мутагенних чинників. Після регенерації 
мікроживців рослини живцювали і процес 
повторювали. Кожен наступний пасаж про-
водили через два місяці. Субкультивування 
експлантів проводили впродовж року. Для 
визначення стабільності геному регенеран-
тів через півроку та через рік їх культивуван-
ня in vitro проводили  аналіз ДНК. Крім того, 
з колекції in vitro було відібрано рослини 
вищевказаних сортів, що культивувались 
протягом двох і більше років, у яких також 
було досліджено можливі зміни ДНК.

Виділення ДНК здійснювали за найбільш 
поширеними методами:  шляхом протеолізу 
протеїназою К у присутності денатуруючого 
аніонного детергента SDS (додецилсульфат 
натрію) чи з використанням катіонного  де-
тергента – СТМВ (цетилтріметіламмоній-
бромід). Додаткову мацерацію проводили у 
розчинах дріселази, пектинази чи целюла-
зи виробництва фірми Sigma-AldrichChemie 
(Німеччина) у концентрації 10-20 мг/мл 
0,4М манітола,  при температурі 28 оС про-
тягом 8–16 годин. Після цього проводили 
гомогенізацію рослинного матеріалу та очи-
щення ДНК. 

Визначення ДНК проводили за допомогою 
горизонтального електрофорезу на агароз-
ному гелі. В дослідженнях використовували 
генний ампліфікатор GeneAmp PCR9700. Ві-
зуалізацію бендів ДНК в агарозному гелі і 
фотографування електрофоретичних профі-
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Таблиця 1. Характеристика сортів хмелю, які досліджувалися
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лів продуктів ПЛР-аналізу отримували за до-
помогою системи документування і аналізу 
гелів GelVue UV Transilluminator  (компанії 
SAE-PLAS) згідно з інструкцією.

Результати досліджень. Значне поши-
рення методу мікроклонального розмножен-
ня хмелю вимагає систематизації наукових 
знань щодо питання збереження стабільнос-
ті сортових ознак рослин, які тривалий час 
знаходяться в умовах in vitro. За допомогою 
ПЛР-аналізу можна прослідкувати зміни ге-
ному рослин хмелю, якщо вони мають місце, 
на молекулярно-генетичному рівні. Для до-
сягнення зазначеної мети нами проведені 
дослідження з визначення стабільності ге-
ному чотирьох вітчизняних сортів хмелю 
(табл. 1) впродовж їх тривалого культиву-
вання в умовах in vitro. 

В даний час існує декілька різновидів ме-
тоду ПЛР, але для сортової ідентифікації хме-
лю найбільш придатним методом є SSR–ПЛР, 
суть якого полягає у використанні мікроса-
телітних тандемних повторів і ампліфікації 
відрізка ДНК, який знаходиться між цими 
повторами. Використання мікросателітних 
маркерів обумовлено їх значною інформатив-
ністю з огляду високого рівня поліморфізму, 
а використання SSR маркерів вітчизняними 
і закордонними дослідниками показало мож-
ливість застосування цього методу для дифе-
ренціації та ідентифікації сортів хмелю. Для 
визначення сомаклональної мінливості, яка 

виникає в калюсних та клітинних культурах в 
умовах in vitro, використовують молекулярні 
маркери, застосування яких дає змогу вста-
новити рівень генетичної мінливості на різ-
них етапах культивування, а також пояснити  
питання щодо природи і часу виникнення 
генетичних змін. 

За результатами дослідження молекулярно-
генетичної мінливості чотирьох сортів хмелю 
при тривалому їх субкультивуванні у культурі 
in vitro на середовищах, які не містять мутаге-
нів, було встановлено, що спектри ампліфіко-
ваної  ДНК експлантів, які культивувались in 
vitro впродовж півроку, одного та двох років 
не відрізнялися від спектрів ДНК донорських 
рослин, одержаних до клонування (рис. 1). 

Крім того порівнювали профілі ампліфі-
кованих SSR-локусів з двох груп клонів, одна 
з яких перед введенням у культуру  in vitro 
піддавалась впливу термотерапії, а друга 
ні.  В результаті проведеної ПЛР було вияв-
лено повний мономорфізм ампліфікованих 
фрагментів, як у клонів, що піддавались дії 
термотерапії, так і у клонів, що такій дії не 
піддавалися. 

Таким чином, застосування панелі з 12 
праймерів для ДНК-ідентифікації рослин 
різного терміну культивування показало 
відсутність молекулярно-генетичних змін 
експлантів хмелю впродовж тривалого їх 
пасажування на поживних середовищах в 
культурі in vitro. 
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Рис. 1 Електрофоретичні профілі продуктів ПЛР-аналізу 4 вітчизняних сортів хмелю  
в агарозному гелі за 12 праймерами
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Спектри мікросателітних локусів амп-
ліфікованої ДНК експлантів, які культи-
вувались in vitro протягом двох років не 
відрізняються від спектрів ДНК рослин до 

клонування, що показує стабільність ДНК 
дає можливість культивувати сорти хмелю 
без змін геному протягом тривалого періоду 
в культурі in vitro.
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