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Wstep

Odrgbnos¢ kazdej odmiany chmielu jest warunkowana przez zespot cech morfo-
logicznych (ksztalt lisci, pokrdj rosliny, barwa pedow) i fizjologicznych (wielkos¢
plonu, dynamika wzrostu rosliny, odpornos$¢ na stres srodowiskowy i choroby). Ana-
liza tych cech odbywa si¢ zar6wno w systemie wieloletnich doswiadczen polowych,
jak rowniez w specjalistycznych laboratoriach, gdzie prowadzone sa badania fito-
chemiczne czy molekularne. W badaniach tych porownuje si¢ analizowane odmiany
z wzorcem stanowigcym materiat referencyjny. Wlasciwa identyfikacja genotypow
chmielu jest szczego6lnie wazna dla hodowcow, poniewaz znajomos$¢ genetycznego
podtoza najwazniejszych cech odmianowych umozliwia precyzyjne tworzenie pro-
gramow 1 strategii hodowlanych. Stanowi tez podstaw¢ funkcjonowania bankow
genow. Wlasciwa identyfikacja odmian chmielu jest rowniez istotna dla przemystu
piwowarskiego, ktory wymaga surowca o zdefiniowanych i pozadanych cechach.
W celu sprostania tym wymaganiom wprowadzono procedury kontroli tozsamosci
odmianowej plantacji produkcyjnych chmielu, jak rowniez surowca chmielowego
w postaci wysuszonych szyszek i granulatu.

Metody oparte na obserwacji cech morfologicznych roslin

W celu ustalenia odrgbnosci odmianowej chmielu stosuje si¢ szereg tradycyjnych
metod, w tym oceng fenotypowa roslin. Taka ocena prowadzona jest najczesciej na
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wanych w ramach realizacji zadania (hodowla i nasiennictwo chmielu i tytoniu)” z dotacji budzetowej
przeznaczonej na realizacj¢ zadan MRiRW w 2022 r.
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etapie wzrostu chmielu na plantacji, na podstawie obserwacji wybranych, charakte-
rystycznych cech morfologicznych danej rosliny, takich jak: pokréj, barwa peddw,
ksztatt lisci oraz wielko$¢ i1 ksztalt szyszek. Davis (4) w swojej pracy uwzglednit
siedem podstawowych cech morfologicznych, na podstawie ktoérych prowadzit iden-
tyfikacj¢ odmianowa chmielu. Zauwazyl jednak, ze metody obserwacyjne cho¢ sa
skuteczne, majg tez powazne wady. Przede wszystkim sg czasochtonne i wymagaja
duzego doswiadczenia obserwatora. Dodatkowo zardwno cechy morfologiczne, jak
1 fizjologiczne zaleza nie tylko od zapisu genetycznego, ale réwniez od warunkow
srodowiska, dlatego moga w pewnych granicach zmieniac¢ si¢ w zaleznos$ci od rejonu
lub roku uprawy. Na przyktad takie cechy, jak: wielkos¢ plonu, wysoko$¢ roslin,
intensywnos$¢ zabarwienia liSci czy wielko$¢ szyszek, zmieniajg si¢ wraz z nasto-
necznieniem, sposobem uprawy czy czasem zbioru. Cerenak i in. (3) wykazali, ze
zmienne warunki srodowiskowe moga wptywac na cechy morfologiczne oraz sktad
chemiczny roslin i w konsekwencji utrudnia¢ poprawna identyfikacj¢ odmian chmielu,
szczegblnie gdy oceng prowadzi si¢ w réznych regionach geograficznych. Wiarygodng
identyfikacje genotypow chmielu opartg na obserwacji roslin utrudnia rowniez duze
podobienstwo odmian, szczeg6lnie kiedy rosliny znajduja si¢ we wczesnych fazach
rozwojowych, gdyz wiele kluczowych cech ujawnia si¢ dopiero podczas dojrzewania
szyszek. W sytuacji, kiedy zachodzi potrzeba rozpoznania mtodych roslin chmielu
badz surowca w postaci wysuszonych i sprasowanych szyszek czy granulatu, metody
obserwacyjne bazujace na poréwnywaniu cech morfologicznych sg nieskuteczne, dajg
bowiem niejednoznaczne wyniki.

Metody oparte na badaniach fitochemicznych

W ostatnich latach obserwuje si¢ rosngce zainteresowanie mozliwosciami iden-
tyfikacji odmianowej chmielu przy uzyciu metod chemicznych, gtownie technik
chromatografii gazowej (GC, ang. gas chromatography) i wysokosprawnej chroma-
tografii cieczowej (HPLC, ang. high-performance liquid chromatography). Tego typu
analizy pozwalaja na okreslenie zawarto$ci metabolitow wtornych chmielu, takich
jak: kwasy goryczkowe, olejki eteryczne czy polifenole. Sktad metabolitow wtornych
w chmielu jest warunkowany genetycznie i charakterystyczny dla kazdej odmiany
(19, 23, 37, 52). Na przyktad czeska odmiana Saaz wyr6znia si¢ wysoka zawarto-
$cig B-farnezenu (37), odmiana Magnum zawiera duzg ilo§¢ kwasu p-kumarowego
(9), natomiast odmian¢ Nugget cechuje wyjatkowo wysoka zawartos¢ kohumulonu
(21). Pozyskanie danych dotyczacych sktadu jakosciowego i ilo§ciowego zwigzkow
chemicznych zawartych w odmianach chmielu umozliwia precyzyjne rozréznianie
tych odmian. Niektdrzy autorzy proponuja chromatograficzne metody identyfikacji
genotypow chmielu oparte wytgcznie na zawarto$ci specyficznych sktadnikoéw olej-
koéw eterycznych (6, 36). Inni badacze opréocz olejkéw wykorzystuja w diagnostyce
kwasy goryczkowe (20). Z kolei De Comman i in. (5) oprocz kwasoéw goryczkowych
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i olejkow badali réwniez zawarto$¢ flawonoidow. W ten sposob scharakteryzowali
pod wzgledem chemicznym odmiany chmielu, takie jak: Saaz, Wye Target i Nugget.
Jelinek iin. (17) testowali metoda chromatografii siedem czeskich odmian chmielu,
w ktorych analizowali zawarto$¢ alfa i beta kwasow, olejkow eterycznych i pojedyn-
czych polifenoli. Otrzymane wyniki poddali ocenie statystycznej, ktora pozwolita na
wyodrebnienie odmian o podobnym sktadzie chemicznym. W swojej pracy udowodnili
tez unikalno$¢ odmian Agnus i Saaz pod wzgledem zawartosci B-farnezenu. Row-
niez Patzak iin. (35) podjeli probe rozrdznienia genotypéw chmielu na podstawie
wiasciwosci chemicznych. Naukowcy badali poziom alfa i beta kwaséw w dzikim
chmielu. Zaobserwowali wyrazne réznice w zawartosci kohumulonu i kolupulonu
pomiedzy genotypami: europejskim i péinocnoamerykanskim. Poziom kohumulonu
w alfa kwasach dzikiego chmielu péinocnoamerykanskigo byt znacznie wyzszy niz
w dzikim chmielu europejskim. Wspolna cecha wszystkich analiz chemicznych
opartych na chromatografii jest to, ze porownuja one sktad poszczegélnych zwigz-
kéw chemicznych badanej probki ze sktadem probek referencyjnych (10, 25) lub
odpowiednimi wzorcami. Do celow identyfikacyjnych niezbedne sa nie tylko badania
jakosciowe, ale rowniez ilosciowe charakterystycznych zwiazkéw chemicznych.
Uzyskane wyniki moga by¢ analizowane przy uzyciu roznych metod. Na podstawie
referencyjnej bazy danych mozna skonstruowac¢ schemat blokowy (20, 24), w kto-
rym okresla si¢ przedziaty zawarto$ci wybranych zwiagzkoéw charakterystyczne dla
poszczegdlnych odmian chmielu. Badana probka charakteryzujaca si¢ okreslonymi
zawarto$ciami poszczegolnych zwiazkow trafia do jednej z grup w bloku reprezen-
tujacych konkretng odmiane. Mozna rowniez zastosowacé roéwnoleglte porownywanie
kompozycji olejkow eterycznych, gdzie poszczegdlne sktadniki sg przedstawiane
graficznie, najczes$ciej modelem typu MIN-MAX (18). Badane sktadniki olejkow
eterycznych nanosi si¢ na o$ odcietych, a ich wzgledng zawartos$¢ na o$ rzednych. Po
naniesieniu na wykres kilku probek referencyjnych tej samej odmiany uzyskuje si¢
zakres zawarto$ci charakterystyczny dla tej odmiany. Jesli zawartosci poszczegdlnych
sktadnikow probki badanej mieszcza sie¢ w zakresach odmiany referencyjnej, oznacza
to, ze z duzym prawdopodobienstwem nalezy ona do tej odmiany. Fores i Schmidt
(8) pogrupowali i oznaczyli w ten sposob ponad 20 odmian chmielu. Kralj i in.
(21), bazujac na technikach chromatografii i stosujac model MIN-MAX, wyodrebnili
14 grup olejkow eterycznych zaleznych od genotypu i w ten sposob sklasyfikowali
95 odmian chmielu.

Metody molekularne

Sktad chemiczny szyszek chmielowych jest warunkowany nie tylko genotypem,
ale rowniez w duzym stopniu jest modyfikowany przez czynniki srodowiskowe.
Z tego powodu rozroznianie odmian chmielu na podstawie parametréw chemicznych
bywa zawodne, a w przypadku mieszanki odmian jest wrgcz niemozliwe. W takiej
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sytuacji przydatne stajg si¢ techniki biologii molekularnej oparte na badaniach kwa-
sow nukleinowych (DNA), ktére moga ostatecznie potwierdzi¢ rezultaty uzyskane na
podstawie badan morfologicznych i chemicznych. Badanie odrgbnos$ci genetycznej
odmian chmielu technikami molekularnymi sprowadza si¢ w istocie do poznania
stopnia pokrewienstwa albo dystansu genetycznego wyrazanego poprzez poziom
zroznicowania sekwencji DNA w poszczegolnych genotypach. Nawet odmiany
bardzo podobne do siebie fenotypowo i charakteryzujace si¢ zblizonym sktadem
zwigzkow chemicznych w tkankach wykazujg réznice w budowie DNA. Techniki
molekularne bardzo dobrze sprawdzajg si¢ w identyfikacji odmian, ktoére uzyskano
zardwno w drodze selekcji, jak i krzyzowania lub transformacji genetycznej. Po-
nadto metody, ktorych podstawa sg analizy DNA maja przewage nad pozostatymi,
gdyz umozliwiajg identyfikacje niezaleznie od fazy rozwojowej badanych obiek-
tow. Obecnie diagnostyka oparta na badaniu DNA odgrywa coraz wigksza role
w ochronie zasoboéw genowych, identyfikacji linii hodowlanych oraz badaniach nad
zmienno$cig genetyczng. Markery molekularne sg szeroko wykorzystywane do ge-
netycznego rozrézniania osobnikéw zaréwno na poziomie mi¢dzygatunkowym, jak
rowniez w obrgbie danego gatunku czy populacji. Bardzo intensywnie rozwija si¢
rowniez hodowla molekularna, ktéra wykorzystuje markery molekularne sprzezone
z genami warunkujacymi cechy fenotypowe do selekcji pozadanych genotypow. Do
metod molekularnych sigga si¢ rowniez w diagnostyce chorob roslin w celu wykrycia
1 identyfikacji czynnikow chorobotworczych. Idealne markery molekularne powinny
odznacza¢ si¢ wysokim stopniem polimorfizmu, duzg specyficznos$ciag oraz kodomi-
nujacym charakterem dziedziczenia (49). Ponadto dobry marker genetyczny powinien
by¢ wykrywalny w prosty i szybki sposob. Powinien tez wykazywa¢ neutralno$¢
selekcyjng niezalezng od czynnikow zewnetrznych i by¢ rownomiernie roztozony
w genomie. Istnieje szereg podziatow markerow, jak rowniez metod genotypowania
(30, 43, 47). Wedhug Sztuby-Solinskiej (47) techniki oparte na analizie DNA
mozna podzieli¢ na techniki hybrydyzacyjne DNA, techniki bazujace na amplifikacji
PCR (losowej lub specyficznej) oraz techniki mieszane bazujgce na wykorzystaniu
endonukleaz restrykcyjnych i PCR. Sposréd metod amplifikacji DNA (ang. polyme-
rase chain reaction) wykorzystujacych markery molekularne metoda RAPD (ang.
random amplified polymorphic DNA — polimorfizm DNA amplifikowanego losowo)
jest najprostsza technika stosowang w genetycznych badaniach roslin, w tym rowniez
w identyfikacji odmian chmielu. RAPD polega na szybkim powielaniu 1-10 frag-
mentow polimorficznego DNA o dlugosci 100-200 par zasad. Reakcja amplifikacji
prowadzona jest przy uzyciu jednego dziesigcionukleotydowego startera o dowolnie
wybranej sekwencji nukleotydow. Ze wzgledu na duza liczbe¢ kombinacji réznych
sekwencji starterow metoda RAPD jest czesto stosowana do mapowania genomow
roslinnych, okreslania pokrewienstwa genetycznego i tworzenia map genetycznych.
Marilyn iin. (27) wykorzystali t¢ technike do rozr6znienia 7 niedojrzaltych odmian
chmielu, ktére wczesniej bez sukcesu probowano scharakteryzowac na podstawie
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sktadu olejkow eterycznych. Z kolei Tsuchiya i in. (50) uzyli metody RAPD do
rozroznienia 12 komercyjnych odmian chmielu oraz potwierdzili jej skuteczno$¢
w identyfikowaniu mieszaniny réznych odmian chmielu. Pillay i Kenny (38, 39)
prowadzili badania, w ktoérych wykorzystali markery RAPD i RFLP do opisania r6z-
nic pomigdzy chmielem uprawnym i dzikim, jak réwniez réznic pomigdzy Humulus
lupulus a Humulus japonicus. Murakami (31) uzyt 25 markerow RAPD do scha-
rakteryzowania 51 odmian chmielu pochodzacych z catego §wiata. Badane odmiany
zakwalifikowat do 6 roznych klastrow, a r6znice pomiedzy poszczegolnymi klastrami
wyjasnil na podstawie zalezno$ci genetycznych zwigzanych z ich pochodzeniem.
Uzyteczno$¢ metody RAPD potwierdzili takze w swoich badaniach Sustar-Vozlic
i Javornik (48), ktorzy wykorzystali ja do identyfikacji genetycznej 65 odmian
chmielu. Udato im si¢ tez przyporzadkowac poszczegdlne odmiany do dwoch grup
o zroznicowanym pochodzeniu, tj. europejskiej i poétnocnoamerykanskiej. Podobne
badania prowadzili Shigeki i in. (46). Naukowcy identyfikowali odmiany chmielu,
wykorzystujac markery RAPD, ktore nastgpnie sekwencjonowali w celu syntezy spe-
cyficznych starteréw. Za pomoca uzyskanych starterow odroznili jedenascie odmian
chmielu. Co wiecej, wykorzystali t¢ technike do wykrywania probek stanowiacych
mieszanke odmian chmielu. Przydatnos¢ techniki RAPD w identyfikacji genotypow
chmielu zostata tez potwierdzona w pracach Patzaka i in. (34) oraz Murakami
(32). Obecnie technika RAPD nie jest juz szeroko wykorzystywana. Niska powta-
rzalno$¢ metody wynikajaca z obnizonej temperatury przytaczania starterow podczas
reakcji PCR spowodowata odejscie od markeréw RAPD na rzecz innych markerow
molekularnych.

Metoda AFLP (ang. Amplified Fragment Length Polymorphism — polimorfizm dtu-
gosci amplifikowanych fragmentdéw) taczy w sobie zalety RAPD oraz techniki RFLP
(ang. Restriction Fragment Length Polymorphism —polimorfizm dtugo$ci fragmentow
restrykcyjnych) opracowanej w 1974 r. przez Grodzicker i wspotpracownikow
(11). Poczatek technice AFLP nadat Zabeau (56), ktory w 1993 r. opatentowat me-
tode SRFA (ang. Selective Restriction Fragment Amplification), natomiast autorem
ostatecznego ksztattu i nazwy metody byl Vos (51). Metoda AFLP daje mozliwo$¢
szybkiego uzyskania wynikow, ale réwniez gwarantuje wysoka powtarzalnos¢. Naj-
wazniejsze jednak, ze w odroznieniu od wielu technik molekularnych opartych na
metodzie PCR zastosowanie AFLP nie wymaga wcze$niejszej znajomosci sekwencji
badanego DNA. Markery AFLP uzyskuje si¢ poprzez trawienie identyfikowanego
DNA dwoma enzymami restrykcyjnymi rézniagcymi si¢ czestotliwos$cia rozpozna-
wania miejsc restrykcyjnych. Do tego celu najczesciej stosuje si¢ enzymy restryk-
cyjne EcoRI i Msel trawigce DNA odpowiednio z malg oraz duza czestotliwoscia.
Przeprowadzone w ten sposob trawienie prowadzi do wygenerowania duzej liczby
fragmentow DNA, do ktorych nastepnie dotaczane sg 10-30-nukleotydowe adaptory.
Sekwencje adaptorow oraz miejsc pozostalych po trawieniu sg rozpoznawane przez
komplementarne do nich startery. W kolejnych etapach nastgpuje dwukrotna ampli-
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fikacja fragmentow: preamplifikacja oraz selektywna amplifikacja. Dzieki temu, ze
startery maja na koncach 3’ dodatkowe nukleotydy, nastepuje selekcja powielanych
fragmentoéw. Na etapie preamplifikacji startery posiadajg po jednym dodatkowym
nukleotydzie, ale juz przy drugiej amplifikacji startery maja az po trzy dodatkowe
nukleotydy. Liczba nukleotydow obecnych przy koncu 3’ startera uzytego w ostatnim
etapie analizy AFLP warunkuje liczbe otrzymanych fragmentéw DNA. Im jest ich
mniej, tym liczba uzyskanych fragmentéw DNA jest wigksza. Technika AFLP jest
drozsza od RAPD, jednak ze wzgledu na mozliwo$¢ analizy wielu /oci jednoczes$nie,
rzeczywisty koszt przypadajacy na jeden marker jest nizszy. Podsumowujac, takie
cechy opisywanej metody, jak wysoka czutos¢, wydajnos¢ w generowaniu duzej liczby
fragmentéw DNA, jak rowniez mozliwos¢ identyfikacji bardzo duzej liczby poli-
morficznych nukletydow i powtarzalno$¢ sprawily, ze technika oparta na markerach
AFLP znalazta zastosowanie w identyfikacji zarowno zmienno$ci sekwencyjnej, jak
1 metylacyjnej. Powstato szereg prac badawczych wykorzystujacych markery AFLP
do oceny podobienstwa genetycznego réznych gatunkéw roslin uzytkowych, w tym
rowniez odmian chmielu. Hartl 1 Seefelder (12) w swoich badaniach oznaczyli
osiem niemieckich odmian chmielu. Uzyli 60 markerow w o$miu kombinacjach
1uzyskali 523 fragmenty AFLP, z ktorych 145 odznaczalo si¢ polimorfizmem. Bada-
cze nie zaobserwowali jednak réznic miedzy odmianami Saazer, Spalter i Tettnanger.
W zwiazku z tym przyjeli, ze odmiany te pochodza z hodowli selekcyjnej genetycznie
homogenicznej populacji. Fakt, ze testowane odmiany wykazaty duze podobienstwo
zaré6wno w cechach morfologicznych, jak i w sktadzie chemicznym, stanowi potwier-
dzenie, ze ich genomy rd6znig si¢ od siebie jedynie niewielkim regionem. Réwniez
Fleischer iin. (7) udowodnili, ze technika AFLP jest uzytecznym narzedziem do
okreslania poziomu zmienno$ci genetycznej zar6wno w obrgbie jednej odmiany
chmielu, jak rowniez pomiedzy odmianami. Badacze testowali odmiane¢ Tettnanger,
ktorej pochodzenie genetyczne byto dotychczas nieznane. Przy uzyciu zestawu sze$ciu
kombinacji starterow przeanalizowali reprezentatywng probe 279 osobnikow pocho-
dzacych z tej odmiany i w ten sposob ocenili poziom jej zmienno$ci genetycznej.
Dodatkowo porownali odmiang Tettnanger z 16 pokrewnymi odmianami chmielu.
Badania prowadzili na materiale genetycznym, ktory uzyskali z li§ci, szyszek i osadek
chmielu. Wykazali, ze wszystkie zrodta materiatu roslinnego dajg powtarzalne wyniki,
tym samym potwierdzili przydatno$¢ metody w analizach r6znego rodzaju materiatu
genetycznego. Dotychczas markery AFLP byly czestym narzedziem stosowanym
w celu oceny stopnia zréznicowania genetycznego wsrod odmian chmielu oraz okre-
Slenia zrdédet ich pochodzenia (13, 42). Powstate publikacje wyrdzniajg zazwyczaj
dwie glowne grupy odmian, ktére odzwierciedlaja ich pochodzenie. Pierwszg grupe
stanowig genotypy aromatyczne wywodzace si¢ od odmiany botanicznej Humulus
lupulus var. lupulus, powszechnie wystepujacej na terenie Europy, natomiast druga
grupa obejmuje odmiany goryczkowe pozyskane na drodze krzyzowania form euro-
pejskich z genotypami poétnocnoamerykanskimi.



Metody stosowane w badaniach zréznicowania oraz identyfikacji odmian chmielu 173

Metoda podobng do AFLP jest technika DArT (ang. Diversity Arrays Technology),
ktora zamiast frakcjonowania produktow reakcji PCR, np. na zelu akrylamidowym,
wykorzystuje hybrydyzacje badanego DNA z sondami umieszczonymi na mikroma-
cierzach. Zrédlem zmiennosci w technice DArT jest polimorfizm pojedynczych nu-
kleotydow SNP (ang. Single Nucleotide Polymorphism), zmiany insercyjno-delecyjne
(InDel), zmiany w metylacji DNA oraz sekwencje powtorzeniowe (44). Podobnie jak
AFLP technika DArT nie wymaga znajomosci sekwencji DNA. Wymaga natomiast
opracowania bibliotek genomowych w celu uzyskania sond. Etap tworzenia sond jest
najbardziej pracochtonng cze¢scia tej techniki. Wada metody DATrT jest potencjalne
ryzyko uzycia w analizie identycznych sond. Poniewaz sondy nie sg sekwencjono-
wane, nie mozna wykluczy¢, ze sondy o identycznej sekwencji zostang zastosowane
kilka razy, co moze spowodowac znaczne zmniejszenie liczby uzytecznych markerow
(14). Kolejnym ograniczeniem techniki DArT jest dominujacy charakter markerow
DATT oraz ograniczona pojemno$¢ mikromacierzy. Zalet¢ metody stanowig nato-
miast wewnetrzne kontrole, ktore zapewniaja doktadnos$¢ 1 wiarygodnos$¢ wynikow
nawet do ok. 99,8% (54). Procedura DArT polega na izolacji genomowego DNA,
anastepnie jego trawieniu endonukleazami restrykcyjnymi wrazliwymi na metylacje
cytozyny. Najczesciej stosuje si¢ enzymy typu Pst I, Rag 1 oraz Bst N1. Dzigki uzyciu
Pst I generowane sg fragmenty DNA, ktore pochodza gtéwnie z rejondw kodujgcych
genomu. Na kolejnym etapie analizy do uwolnionych fragmentéw dotaczane sg
adaptory (syntetyczne dupleksy DNA), ktore umozliwiaja powielenie fragmentow.
Powielone fragmenty o okreslonej masie czgsteczkowej sg nastepnie klonowane,
a wektory zawierajace sklonowane fragmenty stuzg do tworzenia sond na mikro-
macierzach. Pierwotnie metod¢ DArT opracowano dla diploidalnego genomu ryzu
(1). Obecnie technika wykorzystywana jest dla dowolnych gatunkow, w tym takze
dla chmielu. Pierwsze badania nad chmielem z wykorzystaniem markerow DArT
prowadzili Howard i in. (13). Przy zastosowaniu 720 polimorficznych markerow
naukowcy zidentyfikowali 92 odmiany chmielu, ktore pochodzity z Europy, Ameryki
1 Australii. Wérdd testowanych odmian wyodrebnili i scharakteryzowali dwie gtdéwne
pule genetyczne: potnocnoamerykanskg i europejska. Zaobserwowali duzg rozbieznosé
miedzy grupa potnocnoamerykanska a grupa europejska i mieszancami. Wszystkie
genotypy chmielu pétnocnoamerykanskiego zostaty zgrupowane w jednym klastrze,
podczas gdy drugi klaster zawierat zarbwno genotypy europejskie, jak i mieszancowe.
Naukowcy, bazujac na metodzie srednich potaczen (UPGMA, ang. unweighted pair
group method with arithmetic mean), stwierdzili, ze genotypy mieszancowe wykazuja
wigksze podobienstwo genetyczne do genotypdw europejskich niz do pétnocnoame-
rykanskich. McAdam (29) réwniez zastosowat technologi¢ DArT do genotypowania
odmian chmielu. Zidentyfikowal 1241 polimorficznych markeréow dla 497 badanych
odmian. Wykonana analiza filogenetyczna pozwolita na wyodrgbnienie dwoch puli
genowych: europejskiej i potnocnoamerykanskiej, przy czym wykazala wyrazng
genetyczna odrebnos¢ mieszancow. Uzyskane zaleznoSci genetyczne zgadzaty sie
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z aktualna wiedza na temat filogenetyki chmielu, co pozwolito badaczom potwierdzi¢
przydatnos¢ technologii DArT do identyfikacji odmianowej chmielu.

Sekwencje mikrosatelitarne (STR, ang. short tandem repeats) sa to proste, tande-
mowe powtorzenia sktadajgce si¢ z jednego do szesciu nukleotydow. Liczba powto-
rzen okre§lonego motywu wynosi zazwyczaj od 10 do 50, natomiast taczna dtugos¢
sekwencji mikrosatelitarnej waha si¢ w granicach od 60 do 400 par zasad. Mikrosa-
telity wystepuja gtownie w obrebie niekodujacych fragmentow DNA, ale mozna je
rowniez znalez¢ w sekwencjach kodujacych oraz w obszarach pozagenowych. Se-
kwencje mikrosatelitarne dziedzicza si¢ zgodnie z prawami Mendla, a ich funkcje
polegaja gtéwnie na regulacji aktywnoS$ci gendw oraz uczestniczeniu w procesach
metabolicznych czasteczek DNA. Gléwng zaleta markerow mikrosatelitarnych jest
wysoki poziom polimorfizmu, czyli wystgpowanie w populacji kilku lub nawet kil-
kunastu réznych form alleli danej sekwencji. Kolejna zaleta mikrosatelit jest ich
kodominujacy charakter umozliwiajacy rozroéznianie u heterozygot komponentéw
pochodzacych od form rodzicielskich. Prosty model dziedziczenia oraz szybka me-
toda analizy umozliwiaja szerokie zastosowanie tych markeréw w réznych dziedzinach
nauki, w tym réwniez w hodowli i identyfikacji osobniczej — takze odmian chmielu.
Pierwsze badania przy uzyciu markerow mikrosatelitarnych w chmielu prowadzili
Brady iin. (2). Wytypowali oni 4 markery przydatne w okresleniu stopnia zr6zni-
cowania genetycznego pomiedzy chmielem dzikim i uprawnym. Cerenak i in. (3)
udowodnili, ze 5 par polimorficznych markeréw mikrosatelitarnych wystarczy zeby
rozrézni¢ 63 odmiany chmielu (wyjatek stanowity odmiany uzyskane w drodze se-
lekcji lub mutacji). Rowniez Jaks$e iin. (15) podjeli probe okreslenia réznorodnosci
genetycznej dzikich odmian chmielu w poréwnaniu z chmielem uprawnym. W swo-
jej pracy ocenili zmienno$¢ genetyczng markeréw AFLP i mikrosatelitarnych dla
124 odmian chmielu dzikiego (z Europy, Azji i Ameryki Pétnocnej) oraz chmielu
uprawnego (byty to zaréwno odmiany, jak i linie hodowlane). Zidentyfikowali tacz-
nie 63 allele, przy czym najwigksza ich liczbe wykryli w grupie dzikich odmian
chmielu pochodzacych z terendw Europy. Z kolei najwieksza liczbg alleli unikatowych
zanotowali dla genotypow chmielu dzikiego wywodzacego si¢ z obszaru Ameryki.
Tak duza liczba wykrytych alleli unikatowych $wiadczy o wysokiej réznorodnosci
genetycznej amerykanskiej puli genowej. Badacze skonstruowali réwniez dendrogram,
w ktorym wyrézniono 10 réznych klastrow zawierajacych identyfikowane genotypy.
Otrzymane w wyniku analizy skupien klastry odzwierciedlaly zwiazki pomiedzy
geograficznym pochodzeniem poszczegdlnych genotypdéw chmielu. Najwicksza
odrgbnos¢ genetyczng stwierdzono w przypadku dzikich odmian chmielu amerykan-
skiego, ktore na drzewie filogenetycznym utworzyty jedno odleglte skupienie. Co
wiecej, naukowcy w swojej pracy dokonali pordwnania zmienno$ci genetycznej
badanych genotypdéw chmielu okre$lonej przy uzyciu markeréw mikrosatelitarnych
1 AFLP. Skonstruowane metodg UPGMA dendrogramy wykazaly niskg korelacj¢
pomiedzy dwoma rodzajami markerow. Drzewko filogenetyczne stworzone na pod-
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stawie markeréw mikrosatelitarnych charakteryzowalo si¢ poprawnym grupowaniem
spokrewnionych ze sobg genotypow. Z kolei dendrogram wygenerowany z wykorzy-
staniem markerow AFLP nie tylko duzo lepiej odzwierciedlat stopnie pokrewienstwa
$cisle zwigzanych ze sobg genotypow, ale réwniez dawal mozliwos$¢ rozréznienia
geograficznego. W kolejnych badaniach Jakse i in. (16), wykorzystujac 26 komer-
cyjnych odmian chmielu oraz 10 dzikich osobnikéw, zaprojektowali nowe markery
mikrosatelitarne, a nastepnie sprawdzili ich przydatnos¢ do identyfikacji genotypow
chmielu. Sposrod 34 testowanych par markeréw 27 z powodzeniem amplifikowato,
dlatego wykorzystano je do rozroézniania odmian chmielu. Zastosowane markery
mikrosatelitarne umozliwity wyrazny podziat testowanych genotypow chmielu
w zaleznosci od regionu ich pochodzenia, typu uzytkowego oraz rodowodu. Podob-
ne badania prowadzili Stajner i in. (45), ktorzy opracowali 25 markeréw mikrosa-
telitarnych. Przy ich uzyciu dokonali oceny polimorfizmu 67 odmian chmielu, w tym
34 odmian uprawnych oraz 33 dzikich osobnikdéw. Zaprojektowane przez nich mar-
kery wzbogacone o motywy GA, GT, ACA, AGA, CAG i ACTC amplifikowaty
256 alleli w 25 loci, $rednio 10,6 allela na jeden /ocus. Uzyskana wysoka wartos¢
wskaznika polimorfizmu (PIC, ang. Polymorphic Information Content) dla uzytych
markerow §wiadczy o tym, ze sg one wysoce przydatne w mapowaniu genomu chmie-
lu oraz identyfikacji odmianowej. Rowniez w Instytucie Uprawy Nawozenia i Gle-
boznawstwa — Panstwowym Instytucie Badawczym w Putawach prowadzono badania
nad wykorzystaniem markerow mikrosatelitarnych do okre$lenia tozsamo$ci odmian
chmielu uprawianego w Polsce (22). W toku badan wytypowano zestaw szesciu
markeré6w molekularnych (HIAGA7, HIAGAS, HIGA23, HIGA27, H1GT16,
HIGT17), ktére amplifikowano w dwoch multipleksowych reakcjach PCR. Badaniom
poddano dziewie¢ odmian chmielu, w tym: pige¢ odmian polskich (Lubelski, Maryn-
ka, Sybilla, Tunga i Lomik) i cztery odmiany niemieckie (Hallertauer Taurus,
Hallertauer Tradition, Perle i Hallertauer Magnum). Zastosowane markery mikrosa-
telitarne okazaty si¢ by¢ polimorficzne dla wszystkich badanych odmian chmielu.
Ogodtem amplifikowano 31 alleli. Najbardziej przydatny w rozroéznianiu dziewieciu
odmian chmielu byt marker H1GT17, ktory charakteryzowat si¢ wysoka warto$cia
PIC i niskg warto$cig prawdopodobienstwa identycznosci (P1, ang. Probability of
Identity). Badacze w swojej pracy dowiedli, ze uzycie wyzej wymienionych markeréw
umozliwia nie tylko precyzyjna identyfikacj¢ odmian chmielu, ale daje réwniez
mozliwo$¢ wiarygodnej identyfikacji surowca chmielowego zardwno w postaci wy-
suszonych szyszek, jak i granulatu. W pracy analizowano materiat jednorodny po-
chodzacy z jednej odmiany, jak rowniez mieszanki ztozone z szyszek dwdoch odmian
(Marynka i Lubelski) wymieszanych w r6znych proporcjach. Z sukcesem zidentyfi-
kowano mieszanke z 10% udziatem innej odmiany w surowcu. W przypadku domie-
szek nizszych niz 10% zaobserwowano zanikanie alleli, natomiast domieszek stano-
wigcych ponizej 1% nie udato si¢ wykry¢. Oceniono, ze wysoka czulo$¢ metody,
pozwalajaca na wykrycie nawet niewielkich domieszek obcych odmian w surowcu,
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daje szerokie mozliwosci wykorzystywania tej techniki zarowno w celach badawczych,
jak i komercyjnych. Ten sam zesp6t naukowcow prowadzit rowniez badania, ktérych
celem byla ocena zréznicowania genetycznego polskich odmian chmielu na tle odmian
zagranicznych zgromadzonych w banku gendéw rodzaju Humulus w TUNG-PIB.
Przebadano material ro§linny pobrany ze 103 odmian chmielu, w tym 20 odmian
polskich. W badaniach genetycznych wykorzystano 20 markeréw mikrosatelitarnych
odznaczajacych si¢ wysokim poziomem polimorfizmu, ktéore amplifikowano
w 8 reakcjach multiplex PCR. Z ich udzialem wykryto tacznie 176 alleli (§rednio
8,8 na locus). Najbardziej polimorficzny byl marker HIGA23, ktory amplifikowat
16 alleli, natomiast najmniej — marker 10316303, ktory amplifikowat zaledwie 3 al-
lele. Wyniki genotypowania wykorzystano do obliczenia frekwencji alleli oraz ich
efektywnej liczby (N, ang. Effective numer of alleles). Na podstawie frekwencji al-
leli wyliczono dwa wskazniki polimorfizmu: wskaznik wartosci polimorfizmu (PIC)
i prawdopodobienstwo identycznosci (P1). Wykazano, ze najbardziej przydatnym
markerem do odrozniania odmian byt locus HIGT17. Wykonano rowniez analize
struktury genetycznej, ktora wykazata obecnos¢ dwoch grup genetycznych. Okreslo-
no je jako europejska i amerykanska pule genowa. Amerykanska pula genowa stano-
wita ponad 70% wszystkich badanych odmian chmielu. Analiza struktury genetycz-
nej wykazata rowniez obecnos¢ odmian o mieszanym pochodzeniu. Wigkszos$¢ z nich
stanowity odmiany uzytkowe uzyskane na drodze krzyzowan miedzyodmianowych.
Dendrogram skonstruowany metoda przylaczania sasiadow (NJ, ang. Neighbor-
-Joining) wykazal obecnos¢ dwoch klastrow: europejskiego i mieszanego. Klaster
europejski skupit odmiany europejskie o aromatycznym typie uzytkowym. Klaster
mieszany zgrupowat odmiany pochodzenia amerykanskiego o goryczkowym typie
uzytkowym oraz odmiany o genotypie mieszanym z wyraznym udziatem puli geno-
wej potnocnoamerykanskiej. Badacze stwierdzili wysokie zroznicowanie genetyczne
wsrod odmian polskiej hodowli i okreslili podobienstwo genetyczne pomiedzy od-
mianami polskimi i zagranicznymi.

Do badan zréznicowania genetycznego chmielu na podstawie jego rDNA wy-
korzystywano réwniez markery molekularne polimorfizmu dlugo$ci fragmentow
restrykcyjnych (RFLP, ang. Restriction Fragment Length Polymorphism). Technika
RFLP jest metoda hybrydyzacyjna i polega na trawieniu genomowego DNA enzymami
restrykcyjnymi. Endonukleazy rozpoznajg okreslone miejsca (4—6 par zasad) i specy-
ficznie trawiag DNA. Produkty trawienia sa nastepnie rozdzielane elektroforetycznie
na zelu agarozowym i nanoszone na natadowane dodatnio membrany. Polimorfizm
jestrozpoznawany za pomocg sond (krotkich, znakowanych odcinkow DNA), ktore sa
komplementarne do homologicznych fragmentéw DNA znajdujacych si¢ na membra-
nie. Identyfikowanym zrédtem zmiennos$ci w tej metodzie sg mutacje w obrebie miejsc
trawienia oraz potencjalne modyfikacje zasad azotowych. R6znorodno$¢ genetyczna
moze by¢ tez wynikiem wystapienia delecji i insercji lub r6znic w liczbie sekwencji
powtorzonych, zawartych pomiedzy miejscami trawienia. Technika RFLP umozliwia
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identyfikacje wielu loci jednocze$nie. Markery RFLP cechuje kodominujacy charakter
dziedziczenia oraz mozliwo$¢ rozpoznawania dominujacych i recesywnych alleli,
z tego wzgledu sg one przydatne w selekcji materiatdéw hodowlanych i tworzeniu map
genetycznych. Mapy te sg nastepnie uzupetiane markerami genowymi za pomocg
reakcji tancuchowej polimerazy DNA. Technike RFLP wykorzystali w swojej pracy
Pillay i Kenny (40), ktérzy w ten sposob ocenili zmienno$¢ genetyczna chmielu
zwyczajnego (Humulus lupulus L.) i dzikiego. Badacze wykryli, ze w IDNA chmielu
znajduja si¢ dwa warianty dtugosci 10,3 19,3 tysiecy par zasad, reprezentowane przez
trzy fenotypy: A, B i C. Przeprowadzone przez nich mapowanie miejsc restrykcyjnych
wykazato, ze rDNA chmielu jest strukturalnie podobne do rDNA wigkszo$ci roslin
wyzszych, a dlugosci powtdrzen rDNA u roznych genotypoéw chmielu sg w duzym
stopniu jednorodne. Fenotyp A okazat si¢ by¢ charakterystyczny dla dzikich i upraw-
nych chmieli pochodzacych z Europy i Azji. Fenotyp B dominowat w odmianach
poocnoamerykanskich, natomiast fenotyp C wystapit tylko w rodzimym chmielu
poocnoamerykanskim i stanowit tym samym potencjalny marker molekularny stu-
zacy do identyfikacji amerykanskiej puli genowej. Wyniki badan przeprowadzonych
przy udziale markerow RFLP dostarczyty dowoddw na to, ze potnocnoamerykanskie
odmiany chmielu wywodzg si¢ ze skrzyzowania genotypoéw europejskich z miejsco-
wymi — péinocnoamerykanskimi.

Metody genetyczne

Wspolczesne metody identyfikujace polimorfizm wykorzystuja gtownie rézne tech-
niki sekwencjonowania. Pierwsze, szybkie i stosunkowo wydajne procedury sekwen-
cjonowania kwasow nukleinowych opracowano w drugiej potowie lat 70. ubiegtego
wieku; dzi$ znane sg pod nazwa sekwencjonowania pierwszej generacji. Wowczas
niemal rownocze$nie wprowadzono na rynek dwie techniki umozliwiajace poznanie
sekwencji zasad w DNA, tj. metode chemicznej degradacji DNA zaproponowang
przez Maxama i Gilberta (28) oraz metode terminacji tancucha stworzong przez
zespot Sangera (41). Poczatkowo obie techniki cieszyty si¢ jednakowym uznaniem,
jednakze ostatecznie to metoda Sangera stala si¢ bardziej powszechna i popularna,
miedzy innymi ze wzgledu na mozliwo$¢ automatyzacji. W kolejnych latach technika
zaproponowana przez Sangera ulegala licznym modyfikacjom, na przyktad poprzez
zastosowanie znacznikow fluorescencyjnych, rekombinowanych polimeraz czy za-
stapienie zeli poliakrylamidowych automatycznymi sekwenatorami. Konwencjonalna
metoda Sangera bazuje na wiasciwosciach dideoksynukleotyddw, czyli nukleotydow
nieposiadajacych grupy hydroksylowej. W czasie procesu przytaczania dideoksynu-
kleotydu do nowo syntetyzowanego DNA dochodzi do zahamowania wydtuzania nici
z powodu braku grupy hydroksylowej, ktora jest niezbedna przy tworzeniu wigzania
fosfodiestrowego. Matryce dla sekwencjonowania stanowi w tej metodzie tylko jed-
noniciowy DNA, natomiast materiatem wyjsciowym do sekwencjonowania jest pula
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identycznych jednoniciowych czasteczek DNA. W mieszaninie reakcyjnej oprocz
nukleotydow znajduja si¢ rowniez terminatory — dideoksynukleotydy (zmodyfikowane
wersje nukleodydow), ktore sa losowo wbudowywane w czasteczke DNA. Dzigki temu
powstajg fragmenty DNA o roéznej dtugosci. Sekwencje produktéw odczytywane sa
elektroforetycznie w osobnych kanatach dla kazdego nukleotydu. W celu wizualizacji
produktow reakcji stosuje si¢ znaczniki fluorescencyjne. Taki sposob odczytu sekwen-
c¢ji umozliwia identyfikacje r6znych nukleotydéw w jednej probdéwcee, tym samym
czyni sekwencjonowanie duzo szybszym i tatwiejszym do wykonania. Po raz pierwszy
technike Sangera zastosowano do poznania sekwencji DNA faga o dtugosci 5.4 tys.
nukleotydow. W kolejnych latach zsekwencjonowano w ten sposéb setki genomow
innych organizmow, w tym takze ludzki genom mitochondrialny. Opatentowanie me-
tod sekwencjonowania pierwszej generacji bylo ogromnym osiggnieciem dla biologii,
gdyz od tej pory sekwencjonowanie genomow stato sie stosunkowo szybkie i proste.
Zaproponowana przez Sangera technika zostata rowniez wykorzystana w badaniach
nad genetycznym pochodzeniem chmielu. Yamauchi (55) rozréznit w ten sposob
21 odmian chmielu z Europy i USA. Poréwnat dane sekwencyjne pod katem obecnosci
SNP (polimorfizm pojedynczego nukleotydu, ang. Single Nucleotide Polymoephism)
i uznal kombinacje markeréw SNP jako przydatne do identyfikacji testowanych od-
mian chmielu. Co wigcej, rozpoznal poprawnie mieszanke dwoch réznych odmian
w przetworzonym surowcu chmielu i wykryl 5% udzial jednej odmiany w drugie;j.
Metoda Sangera jest nadal czgsto uzywana w laboratoriach jako kontrolna, z uwagi
na wysoka doktadnos$¢ i umiarkowang dtugos$¢ odezytéw sekwencji — zazwyczaj od
500 do 1 000 nukleotydéw. Ma jednak pewne niedoskonatosci. Jej glowna wada
jest brak mozliwos$ci multipleksowania i wynikajace z tego powodu wysokie koszty
sekwencjonowania.

Dazenie do zwigkszenia wydajnos$ci procesu sekwencjonowania oraz che¢ poznania
genomow kolejnych gatunkow stymulowaty badaczy do opracowania nowych techno-
logii pozwalajacych na podniesienie wydajnos$ci i zmniejszenie kosztow. Stworzono
wysoko przepustowe sekwenatory umozliwiajace jednoczesne sekwencjonowanie
milionow fragmentow DNA. Wprowadzono na rynek sekwencjonowanie drugiej
i trzeciej generacji, ktore okreslane jest wspdlnym mianownikiem sekwencjonowania
nastepnej generacji (NGS, ang. Next Generation Sequencing). Technologie NGS
generuja ogromng liczbe wynikow, ktore nastepnie sa przetwarzane z udziatem spe-
cjalistycznych bioinformatycznych narzedzi. Ma to ogromne znaczenie, szczegdlnie
dla badan nad genomami roslinnymi, ktore zazwyczaj charakteryzuja si¢ duzymi
rozmiarami zwigzanymi z wystepowaniem poliploidalnosci oraz obecnoscig wielu
sekwencji niekodujacych. W duzym uproszczeniu technika NGS polega na unie-
ruchomieniu na plytce krotkich fragmentoéw DNA, przylaczeniu badanego DNA,
nastepnie jego namnozeniu i rownoczesnym sekwencjonowaniu. W technologii
NGS mozna stosowac rézne sposoby odczytu sekwencji: sekwencjonowanie przez
ligacje oraz sekwencjonowanie przez syntezg. Do metod sekwencjonowania opartych
na syntezie nalezy technologia firmy Illumina opatentowana w 2006 r. Metoda ta
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obejmuje trzy gtowne etapy: przygotowanie bibliotek DNA, amplifikacje fragmen-
tow DNA oraz sekwencjonowanie z zastosowaniem fluorescencyjnie znakowanych
nukleotydow. Obecnie technologia Illuminy jest szeroko stosowana w badaniach
genetycznych. Natsume i in. (33) wykorzystali t¢ metode do sekwencjonowania
genomo6w dwoch odmian chmielu: Saazer i Shinshu Wase oraz dzikiego chmielu
japonskiego (H. lupulus var. cordifolius). Udalo im si¢ uzyska¢ 80% sekwencji
genomu odmiany Shinshu Wase. Dodatkowo, stosujac technike sekwencjonowania
RNA (RNA-Seq), zidentyfikowali geny zaangazowane w procesy metaboliczne
zwigzane z biosynteza zwigzkéw odpowiadajacych za aromat testowanych odmian.
Z kolei Wang i in. (53), wykorzystujac technike sekwencjonowania przez synteze,
opisali kompletny genom chloroplastowy chinskiej odmiany chmielu Fubei-1, jed-
nocze$nie okreslajac jej pokrewienstwo z innymi taksonami z rodziny Cannabaceae.
Wykonana analiza filogenetyczna wskazata na bliskie pokrewienstwo pomigdzy
odmiang Fubei-1 i odmianami Saazer oraz Hallertauer. Podobne badania prowadzili
rowniez Ling i Zhang (26), ktorzy opisali i scharakteryzowali sekwencje genomu
chloroplastowego H. yunnanensis, endemicznego gatunku chmielu pochodzacego
z Chin. Za pomoca sekwencjonowania nastepnej generacji okreslili wielkos$¢ geno-
mu tego gatunku (153,612bp) oraz opisali 112 unikatowych gendéw, w tym: 78 ge-
néw kodujacych biatka, 30 genow tRNA i 4 geny rRNA. Przeprowadzili rowniez
analize filogenetyczna, ktora wykazata, ze H. yunnanensis jest blizej spokrewniony
z H. scandens niz z H. lupulus.

Podsumowanie

Jeszcze kilkanascie lat temu metodami najczesciej wykorzystywanymi do identy-
fikacji odmian chmielu byty proste techniki obserwacyjne polegajace na rozpoznawa-
niu i rozréznianiu charakterystycznych cech fenotypowych roslin. Nastepnie w celu
rozrdznienia genotypoéw chmielu zaczeto stosowa¢ metody chemiczne oparte gtownie
na chromatografii gazowej i wysokosprawnej chromatografii cieczowej oraz proste
techniki molekularne wykorzystujace markery molekularne typow: AFLP, RFLP czy
RAPD. Obecnie coraz wigksza role w identyfikacji i genetycznej charakterystyce
odmian chmielu zaczynaja odgrywac¢ nowoczesne technologie sekwencjonowania.
Dynamiczny rozw6j NGS stwarza badaczom szerokie mozliwos$ci szybkiego pozna-
wania sekwencji DNA catych genomdw, co z kolei ulatwia identyfikacje odmianowa
oraz pomaga w okresleniu zwigzkéw rodowodowych.

Literatura

1. AkbariM.,WenzlP,Caig V.,CarlingJ.,XiaL,YangS. Uszynski G,Mohler V.,
Lehmensiek A,Kuchel H,Hayden M.J,Howes N.,Sharp P.,Vaughan P,Rathmell B,
Huttner E.,Kilian A.: Diversity arrays technology (DArT) for high-throughput profiling of the
hexaploidy wheat genome. Theoretical and Applied Genetics, 2006, 113:1409-1420.



180 Hanna Olszak-Przybys

2.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

BradylJL, Scott M.R,, Thomas M.R.: DNA typing of hops (Humulus lupulus) through
application of RAPD and microsatellite markers sequences converted to sequence tagged sites (STS).
Euphytica, 1996, 91: 277-284.

CerenakA. Jak$e J,Javornik B.: Identification and Differentiation of Hop varieties using
simple sequence repeat markers. Journal of the ASBC, 2004, 62:1-7.

DavisE.L.: Variation in cultivated varieties of Humulus lupulus L. and its relation to the possible
sources of these varieties. Washington University in St. Louis, 1957, p. 13-30.
DeCoomanL.,Everaert E,DeKeukeleire D.: Quantitative analysis of hop acids, essentials
oils and flavonoids as a clue to the identification of hop varieties. Phytochemical Analysis 1998,
9: 145-150.

EriS.,,Khoo BK. LechJ.,Hartman T.G.: Direct thermal desorption- gas chromatography and
chromatography-mass spectrometry profiling of hop (Humulus lupulus L.) essential oils in support
of varietal characterization. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 2000, 48: 1140-1149.
FleischerR., Horlemann C.,, Schwekendiek A., Kling C.,, Weber G.: AFLP
fingerprinting in hop: analysis of the genetic variability of the Tettnang variety. Genetic Resources
and Crop Evolution, 2004, 51: 211-220.

ForestA. Schmidt R.: The characterisation and classification of hop varieties. EBC-Symposium
on hops, Zoeterwoude, The Netherlands, 1994, p. 251-269.

GoirisK.,Syryn E.,Jaskula B.,Van Opstaele F.,De Rouck G.,De Cooman L.: Hop
polyphenols: potential for beer flavour and flavour stability. Proceedings of the European Brewery
Convention Congress, Prague, 2005, p. 130-146.

G reenC.P.: Use of a chromatography data system to identify varieties in binary mixtures of hop.
Journal of the Institute of Brewing, 1997, 103: 293-296.

GrodzickerT., Williams J, Sharp P.,, Sambrook J.: Physical mapping of temperature-
-sensitive mutations of adenoviruses. Cold Spring Harbor Symposia, 1974, 39: 439-446.
HartlL, Seefelder S.: Diversity of selected hop cultivars detected by fluorescent AFLPs.
Theoretical and Applied Genetics,1998, 96: 112-116.

HowardEL., Whittock S.P., Jakse J., Carling J.,, Matthews P.D., Probasco G.,
Henning J.A,, Darby P, Cerenak A., Javornik B.,Kilian A., Koutoulis A.: Hight-
-throughput genotyping of hop (Humulus lupulus L.) utilising diversity arrays technology (DArT).
Theoretical and Applied Genetics, 2011, 122: 1265-1280.

JaccoundD., Peng K.,Feinstein D.,Kilian A.: Diversity Arrays: a solid state technology
for sequence information independent genotyping. Nucleic Acids Research, 2001, 29: 4e25.
Jaks§el., Zlatko S, Javornik B.: Microsatellite variability among wild and cultivated hops
(Humulus lupulus L.) Genome, 2004, 47(5): 889-899.

Jaks§el,Stajner N, Luthar Z., Jeltsch .M., Javornik B.: Development of transcript-
-associated microsatellite markers for diversity and linkage mapping studies in hop (Humulus lupulus
L.). Molecular Breeding, 2011, 28: 227-239.

JelinekL.,Sneberger M,,Karabin M., Dostalek P.: Comparison of Czech hop cultivars
based on their contents of secondary metabolites. Czech Journal of Food Sciences, 2010, 28(4):
309-316.

K ac M., Kralj D.: Studying biodiversity of hop (Humulus lupulus L.) accessions from the
composition of their essential oils. Acta Horticulturae, 1998, 476: 313-319.

KennyS.T.: Identification of US-grown hop cultivars by hop acid and essential oil analysis. Journal
of the American Society of Brewing Chemists, 1988, 48: 3-8.

KennyS.T. Identification of US-grown hop cultivars by hop acid and essential oil analyses. Journal
of the American Society of Brewing Chemists,1990, 48(1): 3-8.

KraljD, Zupanec J, Vasilj D, Kralj S., Psenicnik J.: Variability of essential oils
of hops, Humulus lupulus L. Journal of the Institute of Brewing, 1991, 97: 197-206.



Metody stosowane w badaniach zréznicowania oraz identyfikacji odmian chmielu 181

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.
29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

Korbecka-Glinka G.,,Skomra U.,Olszak-Przybys$ H.: Cultivar identification in dry hop
cones and pellets using microsatellite loci. European Food Research and Technology, 2016, 242(9).
DOI: 10.1007/800217-016-2715-z

LemmensG.W.C.: The breeding and parentage of hop varieties. Brewers Diges, 1998, (5): 16-26.
LermusieauG., Collin S.: Varietal discrimination of hop pellets. II. Comparison between
fresh and aged samples. Journal of the American Society of Brewing Chemists, 2001, 59(1): 39-43.
LikensS.T.,Nickerson G.B.: Identification of hop varieties by gas chromatographic analysis
of their essential oils. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 1967, 15(5-6): 525-530.
LingL.Z, Zhang S.D.: The complete chloroplast genome of Humulus yunnanensis and
phylogenetic analysis of the genus Humulus. Mitochondial DNA B: Resources, 2019, 4(2): 2681-2682.
MarilynS., Abbott M.S., Mary J., Fedele M.J.: A DNA-based varietal identification
procedure for hop leaf tissue. Journal of the Institute of Brewing, 1994, 100: 283-285.
MaxamAM., Gillbert W.: A new method for sequencing DNA. PNAS, 1977, 74(2): 560-564.
M c A dam E.: Molecular and quantitative genetic analyses of hop (Humulus lupulus L.). University
of Tasmania, 2013, 2: 10-27.

MondiniL., Noorani A.,,Pagnotta M.A.: Assessing plant genetic diversity by molecular
tools. Diversity, 2009, 1(1): 19-35.

MurakamiA.: Hop variety classification using genetic distance based on RAPD. Journal of the
Institute of Brewing, 2000a, 106: 157-161.

MurakamiA.: Genetic distance based on RAPD and its application to hop breeding. Breeding
Science, 2000b, 50: 23-28.

NatsumeS., Takagi H.,Shiraishi A, MuratalJ,Toyonaga H,Patzak J.,Takagi M.,
Yaegashi H, Uemura A, Mitsuoka Ch.: The draft genome of Hop (Humulus lupulus),
an essence for brewing. Plant and Cell Physiology, 2014, 56(3): 428-441.
PatzaklJ,Oriniakova P.,, Matousek J., Svoboda P.: Czech hop characterization using
RAPD method and genetic distance analysis of selected genotypes. Rostl. Vyr., 1999, 45: 165-172.
PatzakJ,Nesvadba V., Krofta K, Henychova A., Marzoev A, Richards K.:
Evaluation of genetic variability of wild hops (Humulus lupulus L.) in Canada and the Caucasus
region by chemical and molecular methods. Genome, 2010, 53(7): 545-57.

Peacock V.E,,McCarty P.: Varietal identification of hops and hop pellets. Technical quarterly
— Master Brewers Association of America, 1992, 29: 81-85.

PerpeteP.: Varietal Discrimination of hop pellets by essential oil analysis I. Comparison of fresh
samples.Journal of the American Society of Brewing Chemists, 1998, 56: 104-108.
PillaryM.,,Kenny S.T.: Chloroplast DNA differences between cultivated hop Humulus lupulus
and the related species H. japonicus. Theoretical and Applied Genetics, 1994, 89: 372-378.
PillaryM.,Kenny S.T.: Random amplified polymorphic DNA (RAPD) markers in hop. Humulus
lupulus: Level of genetic variability and segregation in F, progeny. Theoretical and Applied Genetics,
1996a, 92: 334-339.

Pillary M., Kenny S.T.: Structure and inheritance of ribosomal DNA variants in cultivated
and wild hop. Humulus lupulus L. Theoretical and Applied Genetics, 1996b, 93: 333-340.
SangerF., Nicklen S., Coulson A.R.: DNA sequencing with chain-terminating inhibitors.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America, 1977, 74(12):
5463-5467.

SeefelderS., Seigner E.: Molecular markers for powedery mildew (Sphaerotheca humuli)
resistance in hops. IHGC Proceedings of the Scientific Commission, Dobrna-Zalec, 2003, p. 8-11.
SemagnK., Bjornstad A.,Ndjiondjop M.: An overview of molecular methods for plants.
African Journal of Biotechnology, 2006, 525(25): 2540-2568.

SeroczynskaA,Kilian A.: Technologia DArT-nowe narzgdzie do analizy zmiennoSci
genetycznej. Zeszyty Problemowe Postgpéw Nauk Rolniczych, 2010, 555: 373-388.



182 Hanna Olszak-Przybys

45.

46.

47.

48.

49.

50.

S1.

52.

53.

54.

55.

56.

St ajnerN., Jakse J, Kozjak P, Javornik B.: The isolation and characterisation
of microsatellites in hop (Humulus lupulus L.). Plant Science, 2004, 168: 213-221.
ShigekiA, Tsuchiya Y., Takashio M., Tamaki T., Shinotsuka K.: Identification
of hop cultivars by DNA marker analysis. Journal of the American Society of Brewing Chemists,
2018, 56(3): 93-98.

Sztuba-Solinskal.: Systemy markeréw molekularnych i ich zastosowanie w hodowli roslin.
Kosmos-Problemy Nauk Biologicznych, 2005, 54(2-3): 227-239.
Sustar-Vozli¢l,Javornik B.: Genetic relationship in cultivars of hop, Humulus lupulus L.
determined by RAPD analysis. Plan Breeding,1999, 118: 175-181.

TomarRS, Parakhia M, Patel S.V., Golakiya B.A.: Molecular markers and plant
biotechnology. Hardcover, 2010, p. 273-332.

TsuchiyaY., Araki S., Takashio M., Tamaki T.: Identification of hop varieties using
specific markers derived from RAPD markers. Journal of Fermentation and Bioengineering, 1997,
84(2): 103-107.

VosP.,Hogers R,Blecker M,,Reijans M.,van de Lee T., Homes M., Frijters A.,
PotJ,Peleman J.,Kuiper M., Zabeau M.: AFLP: a new technique for DNA fingerprinting.
Nucleic Acids Research, 1995, 23(21): 4407-4414.

WagnerT.: The quantity and composition of bitter resins-chemotaxonomic characteristics of hop
varieties. Pharm. J. Slov.,1983, 34: 77-83.

WangG, Fan C,Qiu Y., Zhao Y., Zhang J., Xin H.,, Li X.: The complete chloroplast
genome of Humulus lupulus cv. FubeiO1 (Rosales: Cannabaceae). Mitochondrial DNA B Resour.,
2021, 6(8): 2439-2441.

XiaL.,Peng K., Yang S.,Wentzl P.,de Vincente M.C.,Fregene M.,Kilian A.: DArT
for hight-throughput genotyping of Cassava (Manihot esculenta) and its wild relatives. Theoretical
and Applied Genetics, 2005, 110(6): 1092-1098.

Y amauchiH.: Hop-variety identification using first-and second- generation sequencing. Next
Generation Sequencing, 2016, 11: 323-338.

ZabeauM., Vos P.: Selective restriction fragment amplification: A general method for DNA
fingerprinting. European Patent Application, publication number EP 0534858, 1993.

Adres do korespondencji:

mgr Hanna Olszak-Przybys

Zaktad Hodowli i Biotechnologii Roslin
IUNG-PIB

ul. Czartoryskich 8

24-100 Putawy

tel. 81 4786 930

e-mail: Hanna.Olszak@iung.pulawy.pl

AUTOR ORCID
Hanna Olszak-Przybys ~ 0000-0003-3170-5188



