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IZVLECEK

Genska banka hmelja zagotavlja dolgorocno gensko pestrost
in ohranitev biotske raznovrstnosti v kmetijstvu. Na Institutu
za hmeljarstvo in pivovarstvo Slovenije predstavlja genska
banka hmelja zbirko akcesij hmelja, nabranih na naravnih
rasti§¢ih hmelja v Sloveniji in na obmocju bivse Jugoslavije,
ter slovenske sorte hmelja. V kolekciji avtohtonega hmelja
zenskih rastlin, ki je bila nabrana v zacetku sedemdesetih let
na obmocju bivse Jugoslavije, imamo zbranih 25 razli¢nih
akcesij hmelja. Zbirko genskih virov hmelja vsako leto
povecujemo z novo nabranim materialom. Pri zlahtnjenju
novih sort hmelja je tak$na kolekcija avtohtonega, genetsko
raznolikega materiala izrednega pomena. V clanku so
predstavljeni rezultati  vrednotenja  divjih  genotipov,
pridobljeni z molekulskimi pristopi.

Kljuéne besede: hmelj, genska banka, molekulski markerji

ABSTRACT

EVALUATION OF HOP GENETIC RESOURCES WITH
MOLECULAR MARKERS

Hop gene bank provides long lasting preservation of genetic
and biotic diversity in agriculture. At the Slovenian Institute of
Hop Research and Brewing genetic bank presents collection of
hop accessions gathered on natural sites in Slovenia and ex-
Yugoslavia, and Slovenian varieties as well. In the hop
collection of female autochthonous plants we have 25
different accessions which were gathered in the early seventies
on territory of ex-Yugoslavia. The hop gene bank is increasing
every year with new collected material. In hop breeding
program is such collection of autochthonous and genetically
diverse material very important. The article presents results of
evaluation of wild genotypes with molecular approaches.

Key words: hop, gene bank, molecular markers

1UVOD

Navadni hmelj (Humulus lupulus L.) je
dvodomna trajnica iz druzine konopljevk
(Cannabaceae) in je znotraj druzine edina
rastlinska vrsta, pomembna v pivovarski
industriji. Komercialno pomembna so le zrela
zenska socvetja (storzki), zato v hmeljis¢ih
gojimo le Zenske rastline. Lupulin, ki nastaja v
lupulinskih Zlezah storzka, vsebuje razli¢na
etericha olja in hmeljne smole, ki dajejo
grenkobo in aromo pivu.

V Sloveniji se hmelj prideluje ze desetletja in
pridelovanje je izrazito izvozno usmerjeno.
Svetovni trg, kamor izvozimo preko 90 %
slovenskega pridelka hmelja, narekuje vedno
nove zahteve po kvaliteti hmelja. Potrebe po
novih sortah so na trgu stalno prisotne, kar je
posledica spremenjenih potreb po dolo¢enem
tipu hmelja (hmelj z visokim odstotkom alfa-
kislin, aromati¢ni hmelj) ali spremenjene
tehnologije pridelovanja oz. pojava novih
bolezni in Skodljiveev. Pri hmelju enostavna
introdukcija iz drugih hmeljarskih obmocij
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dostikrat ni mogoca, zato na InStitutu za
hmeljarstvo in pivovarstvo Slovenije (IHPS)
poteka Zlahtnjenje hmelja Zze od leta 1952.
Vecina pridelovalnih povrsin hmelja (95 %) je
v Sloveniji tako posajenih s sortami, ki so bile
v tem Casu vzgojene pri nas. Dosedanje delo
na podrocju zlahtnjenja hmelja v Sloveniji
lahko razdelimo na ve¢ cCasovnih obdobij.
Rezultat prvega zlahtniteljskega obdobja so
Stiri 'A sorte': 'Aurora', 'Ahil', 'Atlas' in
'Apolon' (Kralj in Wagner, 1971), ki se
odlikujejo po vecji koli¢ini smol, ve¢jem
pridelku in primernosti za strojno obiranje.
Dobro se je uveljavila sorta 'Aurora’, ki je
posajena na okoli 60 % hmeljis¢. V letu 1979
so bile priznane tri nove aromati¢ne sorte
hmelja serije 'B": 'Bobek’, triploidni 'Blisk’ in
'Buket' (Kralj in Wagner, 1980). Triploidne
sorte hmelja: 'Celeia', 'Cerera’, 'Cekin' in
'Cicero', so bile priznane 1990. leta, kot
rezultat Zlahtnjenja na kakovost Savinjskega
goldinga. Vse §tiri so pozne, imajo lastnosti
aromaticnega hmelja in velik pridelek (Kralj,
1990). Zadnja sorta 'Dana’, edina visoko

grenciCna sorta, je bila vpisana v slovensko
sortno listo leta 2009. V letu 2011 zakljucuje 5
novih krizancev preizkuSanje vrednosti za
pridelavo in uporabo v okviru vpisa na sortno
listo.

Z razvojem molekulskih metod so se v
zlahtnjenju  rastlin  uveljavili  razli¢ni
molekulski ~ markerji, ki  dopolnjujejo
dosedanje zlahtniteljsko delo zaradi njihove
velike informacijske vrednosti o genetskih
lastnostih rastlin. Klasi¢ni postopki
identifikacije rastlin temeljijo na razli¢nih
morfoloSkih, fenoloSkih in agronomskih
markerjih, vendar je njihova slabost delovna in
casovna dolgotrajnost.

Molekulske markerje smo ucinkovito uporabili
pri dveh raziskavah - dolocitvi mej v nasadu
avtohtonih zenskih rastlin, ki so se v vec letih
zabrisale in pri dolo¢anju genetske strukture
divjega hmelja, vzdrzevanega v genski banki v
Zalcu.

2 MATERIAL IN METODE DELA

2.1 Identifikacija divjih akcesij hmelja

V kolekciji avtohtonega hmelja Zenskih rastlin,
ki je bila nabrana v zafetku sedemdesetih let
na obmocju bivse Jugoslavije, imamo na IHPS
zbranih 25 razlicnih akcesij hmelja. Zaradi
objektivnih dejavnikov so se meje med
posameznimi akcesijami zabrisale oz. jih na
osnovi vecletnega fenotipskega opazovanja ni
mozno dolo€iti. Za natanéno razmejitev
genotipskih razlik med zbranimi akcesijami
smo zato izvedli molekulsko analizo 51.
rastlin.

2.1.1

Za identifikacijo 25. divjih akcesij hmelja smo
v analizo vkljucili 51 rastlin. Celokupno
genomsko DNA smo ekstrahirali s CTAB
metodo po Kump s sod. (1992). RAPD metodo
smo izvedli po protokolu Sustar-Vozlié in

Molekulska analiza
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Javornik (1999), pri ¢emer smo uporabili 9
razli¢nih zacetnih oligonukleotidov,
namnozene fragmente DNA pa smo analizirali
z agarozno elektroforezo. Rastline smo
analizirali tudi s pomocjo Stirih lokusno
specifiénih mikrosatelitov (Brady s sod., 1996)
namnoZzenth v PCR reakciji in locCenih z
denaturacijsko poliakrilamidno elektroforezo
(Jakse, 2000).

Polimorfne RAPD fragmente in mikrosatelitne
alelne polimorfizme smo vnesli v binomsko
matriko in izracunali Jaccardov koeficient
podobnosti, na podlagi katerega smo s
pomoc¢jo UPGMA metode razvrstili genotipe v
skupine. Izracuni so bili opravljeni s
programskim paketom NTSYS-pc (Rohlf,
1998).



2.2 Genetska struktura divjega hmelja

V analizo genotipizacije in genetske strukture
divjega hmelja smo vkljucili 67 akcesij hmelja.
Rastline smo pridobili iz genske banke hmelja v
Zalcu, nabrane pa so bile na obmogju Bosne in
Hercegovine (2 genotipa), Hrvaske (4 genotipi),
Makedonije (2 genotipa), Srbije (3 genotipi),
Slovenije (6 genotipov), Rusije - Altaj (6
genotipov), Japonske (2 genotipa) in Gruzije (5
genotipov).

Celokupno genomsko DNA smo ekstrahirali iz
svezih, mladih listov hmelja z modificirano
CTAB metodo (Kump in Javornik, 1996).
Koncentracijo celokupne genomske DNA
proucevanih vzorcev smo izmerili s pomocjo
DNA fluorometra DyNA QuantTM 200
(Amersham Bioscience).

2.2.1

Namnozevanje mikrosatelitskih lokusov v
PCR z Ze znanimi zacetnimi oligonukleotidi je
bilo izvedeno na osnovi protokolov
objavljenih v Jakse s sod. (2004) in Stajner s
sod. (2005).

Analiza mikrosatelitov

PCR vzorce mikrosatelitskih lokusov smo
loCevali v poliakrilamidnem denaturacijskem
gelu (ReproGel High Resolution, Amersham
Biosciences) (Stajner, 2003).

Za natan¢no dolocanje dolzine
mikrosatelitskih alelov smo uporabili dolZinski
standard (50, 100, 150, 200, 250, 300, 350,
400, 450 500 bp Amersham Biosciences). Ker
med elektroforezo pride do odklona potovanja
v razlicnih delih gela smo za poravnavo
fragmentov enake dolzine uporabili notranje
standarde. Pri elektroforezi posameznega
mikrosatelitskega lokusa smo vedno uporabili
2 interna standarda, krajSega in daljSega od
pri¢akovane dolzine mikrosatelitskih alelov.

Elektroforeza PCR reakcije je potekala na
avtomatski laserski napravi ALFexpress II
(DNA  Analysis System,  Amersham
Biosciences) in sicer od 200 do 350 min
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(odvisno od pri¢akovane dolzine lokusa), pri
temperaturi 55 °C in toku 15 W. Katodni in
anodni pufer smo pripravili z 0,5 x
koncentriranim TBE.

2.2.2 Doloc¢anje dolzine alelov

Rezultat dela po zgoraj opisanih metodah so
bili Stevilni geli, ki smo jih analizirali s
programsko opremo  AlleleLocator 1.03
(Amersham Biosciences). Pri vrednotenju
polimorfizma smo najprej dolocili dolzinski
standard in na osnovi tega pridobili
informacijo o dolzinah vseh namnozenih
fragmentov in preverili dolZzine notranjih
standardov. Mikrosatelitske alele smo dolocali
v programski opciji, ki v pogledu prikaze
krivulje, saj smo tako na osnovi velikosti
krivulje lahko bolj zagotovo od alelov locili
tiste namnozitve, ki nastanejo zaradi zdrsa Taq
polimeraze v procesu prepisovanja.

2.2.3 Statisti¢na obdelava podatkov

Vrednotenje  polimorfizma in  genetske
sorodnosti
A% analizo vrednotenja raznolikosti

mikrosatelitskih lokusov smo vkljucili razlicne
mere variabilnosti: Stevilo alelov na lokus,
dejansko heterozigotnost (Ho, ki predstavlja
delez posameznikov v vzorcu, ki so
heterozigotni), pri¢akovano heterozigotnost
(He, ki predstavlja delez populacije, ki bi bila
heterozigotna, v primeru, da bi med
posamezniki priSlo do naklju¢nega krizanja,
hkrati pa predstavlja zmoZnost markerja za
loCevanje med genotipi):

-1— 2
H, =1 Z Pi , kjer je p frekvenca i-tega alela

Informacijska vrednost polimorfizma (PIC)
(Botstein  in  sod., 1980)  predstavlja
informativnost posameznega markerja oz.
stopnjo pri kateri z markerjem nedvoumno
dolo¢imo genetsko identiteto posameznika in
je uporabna predvsem kot merilo primernosti
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lokusa za gensko kartiranje. PIC vrednost
vkljucuje tako Stevilo alelov odkritih na
posameznem lokusu, kot tudi frekvence
posameznih alelov:

n n-1 n
PIC:I-[Z pfj—z > 2p!p;
i=1 i1 joil
Navedene mere raznolikosti smo izracunali s

programom Identity (1.0 version, University of
Vienna).

Genetska oddaljenost med akcesijami je bila
izratunana kot log-transformiran  delez
skupnih alelov med pari hmeljnih akcesij

(Bowcock in sod., 1994). Na osnovi genetske
oddaljenosti pa smo s programom Microsat 1.5
(Minch s sod., 1997) naredili matriko, ki smo
jo s pomocjo Fitch-Margolism algoritma
(Fitch and Margolism, 1967) uporabili za
razvrstitev hmeljnih akcesij v skupine. Pri tem
smo uporabili program PHYLIP 3.6 verzija
(Felsenstein, 1993), aplikacija Fitch.

Na osnovi mer genetske oddaljenosti smo z
metodo razvr$€anja v skupine analizirali
genetsko strukturo in Stevilo skupin genetske
dednine (materiala). Pri tem smo uporabili
program Structure (Pritchard s sod., 2000).

3 REZULTATI Z DISKUSIJO

3.1 Identifikacija divjih akcesij hmelja

Za uspesno vzgojo novih kultivarjev hmelja je
kolekcija avtohtonega, genetsko raznolikega
materiala izrednega pomena. Zbirka posajenih
rastlin iz geografsko razlicnih obmocij in
nadaljnja  selekcija  le-teh  predstavlja
pomemben c¢len v zlahtnjenju kmetijskih
rastlin.
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Z rezultati dveh markerskih sistemov smo
lahko razmejili razlicne akcesije, kar je po
dokon¢nem izvrednotenju omogocilo
klasifikacijo rastlin v kolekcijskem nasadu
avtohtonega hmelja. Skupno smo nasli 20
razli¢nih genotipov (sl. 1). V enem primeru
ima pet zaporednih rastlin isti genotip, drugace
pa so isti genotipi zastopani z dvema ali tremi
rastlinami. V dveh primerih pa je ostala v
nasadu le Se po ena rastlina nekega genotipa.
Uporabljeni RAPD in mikrosatelitni marker;ji
so dali identi¢ne rezultate.
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Slika 1: Analiza 51 rastlin v genski banki hmelja z Jaccardovim koeficientom podobnosti (razvidna je razdelitev na
20 razli¢nih genotipov v skladu s sadilnimi mesti v vrsti)

3.2 Genetska struktura divjega hmelja

Genetska diverziteta hmelja je Ze bila
obravnavana pri razlicnih skupinah akcesij in
kultiviranega hmelja (Murakami in sod., 2006;
Jakse in sod., 2004), vendar pa slednja (Stajner
in sod., 2008) predstavlja analizo z najvecjim
Stevilom uporabljenih mikrosatelitnih
markerjev.

V analizi so se genotipi iz Kavkaza (K5, K7,
K11, 253/95 in 253/1) razporedili v isto
skupino, medtem ko so se genotipi, nabrani na
divjih rastis¢ih bivse Jugoslavije, razporedili v
dve manjsi skupini (prva skupina genotipi T,
K, P, 35P01, U in druga skupina J, B in H.
Skupina ruskih divjih genotipov (R30, R27,
R22 in R16) se je v skladu s podatki o

vve
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Slika 2: NJ dendrogram 67-ih akcesij hmelja narejen na osnovi matrike podobnosti koeficienta Dps' (1-delez skupnih

alelov).
Pomembna aplikacija molekulskih markerjev

je vrednotenje genske raznolikosti rastlinskih
genotipov, kar smo povzeli v ¢lanku. Rezultati
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imajo uporabno vrednost pri identifikaciji
genotipov in so pomemben vir informacij za
Zlahtnjenje hmelja.
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