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Wstep

Produkcja chmielu i tytoniu nalezy do najbardziej wyspecjalizowanych sektorow
branzy rolniczej, wymagajacych fachowej wiedzy w zakresie agrotechniki, ochrony,
wstepnego przetwarzania surowca, a takze wyposazenia gospodarstw w dedykowane
dla tych gatunkéw maszyny i suszarnie. Z uwagi na to tradycja uprawy jest czgsto
przekazywana z pokolenia na pokolenie, a produkcja koncentruje si¢ w wyspecjali-
zowanych gospodarstwach rolnych, w ktorych gatunki te stanowia gldwne, a czgsto
jedyne, zrédto dochodow. Produkcja chmielu i tytoniu jest ukierunkowana w duzej
mierze na zaspokojenie potrzeb i wymagan jednego dominujacego odbiorcy, jakim
w przypadku chmielu jest przemyst piwowarski, a tytoniu — przemyst tytoniowy. Oba
wspomniane sektory gospodarki maja charakter globalny, co dla polskich plantatorow
oznacza koniecznos$¢ konkurowania na rynkach $wiatowych zdominowanych przez
duzo wickszych producentow, rowniez spoza Europy. Spetnienie wymagan przemystu
piwowarskiego i tytoniowego w stosunku do jako$ci surowca i sprostanie konkurencji
na $wiatowych rynkach stanowig duze wyzwania dla producentéw chmielu i tytoniu.
Wyzwania te sg jednoczesnie impulsem do poszukiwania i wdrazania rozwigzan
pozwalajacych na uzyskanie najlepszych efektow produkcji w warunkach zmie-
niajgcego si¢ klimatu oraz majac na uwadze dbalos$¢ o stan rownowagi srodowiska
naturalnego i zdrowie ludzi. W przypadku tytoniu duzg role odgrywaja tez uwarunko-
wania spoteczno-polityczne, a w szczegdlnos$ci prowadzona przez wiele organizacji,
w tym Swiatowa Organizacje Zdrowia (WHO), kampania majaca na celu ogranicze-
nie popytu i podazy wyrobdw tytoniowych.

W niniejszym zeszycie serii Studia i Raporty IUNG-PIB przedstawiono szereg
zagadnien dotyczacych istotnych probleméw w uprawie chmielu i tytoniu, ktére
jednoczesnie sg przedmiotem analiz i badan prowadzonych w ramach dotacji bu-
dzetowej przeznaczonej na realizacj¢ zadan Ministerstwa Rolnictwa i Rozwoju Wsi
w 2022 roku.

Jednym z istotnych problemoéw w uprawie chmielu i tytoniu jest duze zagrozenie ze
strony organizmoéw szkodliwych spowodowane, miedzy innymi, dtugoletnig uprawag
w monokulturze (chmiel) oraz uproszczeniami ptodozmianu (tyton). Problemy te sa
potegowane przez zmiany klimatu, ktére z jednej strony niosg niebezpieczenstwo
pojawiania si¢ ekstremalnych zjawisk pogodowych i zwigzane z tym stresy abiotyczne
ostabiajace odporno$¢ roslin, z drugiej zas strony oddziatujg na organizmy szkodliwe
stwarzajac dogodne warunki do rozwoju gatunkéw, ktore dotychczas wystgpowaty
sporadycznie lub nie byly spotykane na terenie naszego kraju. Najskuteczniejsza,
a zarazem najbardziej przyjazna dla srodowiska metoda ograniczania organizmow
szkodliwych jest uprawa odmian odpornych. W Instytucie Uprawy Nawozenia
1 Gleboznawstwa Panstwowym Instytucie Badawczym od wielu lat prowadzone sa
prace hodowlane w kierunku uzyskania odmian tytoniu i chmielu odpornych na cho-
roby wirusowe i grzybowe. W kilku rozdziatach monografii zaprezentowano efekty
dotychczasowych prac oraz wyzwania na przysztos¢. Omoéwiono rowniez budowe,
wystepowanie i znaczenie wybranych organizmdw szkodliwych dla chmielu i tytoniu



oraz strategie wykorzystywane w ochronie roslin do ich ograniczania. Jedng z metod
poprawy wybranych cech gatunkéw uprawnych lub zwigkszenia ich odpornosci na
stresy biotyczne 1 abiotyczne jest otrzymywanie poliploidow. W monografii przed-
stawiono metody zwielokrotniania genomow i wiasciwosci poliploidow tytoniu
i chmielu oraz wykorzystanie poliploidyzacji w pracach hodowlanych. Ponadto
poruszono kwestie dotyczace biosyntezy i wlasciwosci najwazniejszych alkaloidow
tytoniu oraz mozliwos$ci obnizenia ich zawarto$ci z wykorzystaniem zardwno praktyk
agrotechnicznych, jak i metod hodowlanych. Tematyka ta jest szczegolnie istotna
w $wietle rekomendacji WHO odnos$nie obnizenia zawarto$ci nikotyny w produktach
tytoniowych, ale problem ten jest wazny rowniez z punktu widzenia oceny przydat-
nosci surowca do produkcji papierosow tradycyjnych i elektronicznych.

Podstawowym miernikiem jako$ci chmielu jest zawarto$¢ w szyszkach wybranych
metabolitow wtérnych, takich jak kwasy goryczkowe, olejki eteryczne czy polife-
nole. W monografii przedstawiono genetyczne podstawy produkcji najwazniejszych
metabolitoéw oraz czynniki biotyczne i abiotyczne wptywajace na aktywnos$¢ genow
zaangazowanych w synteze¢ tych zwigzkoéw. Innym aspektem uzyskania surowca
chmielowego o okre§lonym sktadzie chemicznym oraz dtugotrwalego utrzymania
jego parametrow jakosciowych jest kontrola tozsamosci i jednolito$ci odmianowej,
a takze odpowiednie wstepne przetworzenie i magazynowanie. Tym zagadnieniom
poswigcone sg kolejne rozdziaty monografii. Uzupelieniem prezentowanych tema-
tow jest analiza stanu i kierunkéw zmian na $wiatowym rynku chmielu w ostatnim
dziesiecioleciu, ktora pozwala na oceng mozliwosci rozwoju tej branzy w najblizszej
przysztosci i utatwia podejmowanie decyzji w zakresie produkcji chmielu.

Tematyka zeszytu zwigzana jest z realizacjg dwoch zadan w ramach dotacji
budzetowej przeznaczonej na realizacje zadan Ministerstwa Rolnictwa i Rozwoju
Wsi w 2022 roku:

Zadanie 6.3. Upowszechnianie wiedzy o wynikach uzyskiwanych w ramach realizacji
zadania (Hodowla i nasiennictwo chmielu i tytoniu);

Zadanie 7.1. Opracowanie i aktualizacja Programéw integrowanej ochrony roslin
uprawnych w zakresie tytoniu i chmielu.

Kierownik zadania 6.3 Kierownik zadania 7.1
dr hab. Anna Trojak-Goluch dr Urszula Skomra
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Instytut Uprawy Nawozenia i Gleboznawstwa — Panstwowy Instytut Badawczy
w Putawach

HODOWLA ODPORNOSCIOWA NA MOZAIKE TYTONIU: ZARYS HISTORII
BADAN NA SWIECIE I AKTUALNY STAN HODOWLI W POLSCE"

Stowa Kkluczowe: tyton szlachetny, Nicotiana tabacum, Nicotiana glutinosa, hodowla,
odpornos¢, mozaika tytoniu, TMV

Uwagi wstepne o patogenie mozaiki tytoniu i samej chorobie

Mozaika tytoniu jest choroba wystepujaca we wszystkich krajach, gdzie uprawia-
ny jest tyton i pierwsza poznang chorobg pochodzenia wirusowego. Adolf Mayer,
Holender pracujacy w rolniczej stacji doswiadczalnej w Wageningen, byt pierwszym,
ktory w 1879 r. uzyt nazwy wirus na okreslenie sprawcy choroby wywotujacej mo-
zaikowato$¢ lisci tytoniu. Naukowiec ten wykazal ponadto, ze chorobe t¢ mozna
wywota¢ u rosliny zdrowej poprzez pocieranie jej lisci sokiem z lisci rosliny chore;j.
Niemniej jednak Meyer byt przekonany, ze ma do czynienia z choroba wywotang
odrebnym rodzajem bakterii (44). Inny dziewigtnastowieczny badacz Rosjanin Dymitr
Iwanowski stwierdzit, ze sok z roslin chorych na mozaike zachowuje zdolnosci in-
fekcyjne po przepuszczeniu przez filtr zatrzymujacy bakterie (44), ale podobnie jak
Meyer uwazat, ze sprawca choroby jest bardzo mata bakteria lub przetrwalnik bakte-
ryjny (54). Dopiero badania Beyerincka wykazaty, ze wirus mozaiki tytoniowej nie
jest szczegdlnym rodzajem bakterii lub toksyng chemiczna, ale zupetie odrebnym,
zywym i majacym zdolno$¢ samopowielania si¢ czynnikiem chorobotworczym (44).
Prowadzone juz w XX w. badania nad wirusem mozaiki tytoniu pozwolity stwier-
dzi¢, ze ma on charakter korpuskularny, a nie pltynny, jak sadzit Beyerinck, i jest
potaczeniem biatka otaczajacego jednoniciowe RNA (44). W ten sposob odkrycia
dotyczace wirusa mozaiki tytoniowej leglty u podstaw wirusologii jako nauki, a sam
wirus mozaiki tytoniowej, znany pod skrotem angielskiej nazwy TMV (ang. Tobacco
Mosaic Virus), stat si¢ najlepiej poznanym wirusem.

*Opracowanie wykonano w ramach zadania 6.3 pt. ,,Upowszechnianie wiedzy o wynikach uzyski-
wanych w ramach realizacji zadania (hodowla i nasiennictwo chmielu i tytoniu)” z dotacji budzetowe;j
przeznaczonej na realizacje zadan MRiRW w 2022 r.
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Jak zasygnalizowano na poczatku artykutu, mozaika tytoniu jest bodajze naj-
bardziej rozpowszechniong choroba tytoniu wystepujaca na wszystkich kontynen-
tach i we wszystkich krajach uprawiajacych t¢ rosling, bez wzgledu na szerokos¢
geograficzng, aczkolwiek w krajach cieplejszych zwykle wystepuje wczesniej
i w wigkszym nasileniu. Skala szk6d wywotanych przez mozaike tytoniu uzalezniona
jest gtownie od fazy wzrostu i rozwoju rosliny, w ktorej wystapi zakazenie. Jak poda-
je Kaznowski (30), najwigksze straty plonu wystepuja na plantacjach, na ktérych
wysadzono zakazong rozsadg. W takim przypadku objawy mozaiki moga wystapic¢
juz we wezesnych fazach rozwoju. Rowniez Chaplin (10) stwierdzit, ze zainfeko-
wanie roslin w mtodym wieku przynosi wigksza obnizke plonu, niz infekcja u roslin
starszych. W odrdznieniu od wielu innych chordb, ktorych atak we wezesnej fazie
najczesciej powoduje wypadanie roslin, zainfekowanie mozaika tytoniowa zwykle
nie pociaga za soba $mierci rosliny. Niemniej jednak rosliny zaatakowane wcze$nie
wykazuja znaczne zahamowanie wzrostu, a w przypadku bardzo wczesnych zaka-
zen — nawet kartowatos¢, co prowadzi do cze$ciowej badz catkowitej utraty plonu.
Na szczescie wezesne masowe zakazenia mozaika wystepuja na polach dos¢ rzadko,
a w wigkszosci przypadkow choroba rozprzestrzenia si¢ na polu stopniowo, poprzez
zakazenia mechaniczne wywolane gtéwnie prowadzeniem w polu prac pielegnacyj-
nych. W tych przypadkach zakazenie nie pocigga za soba zmniejszenia plonu, ale
wptywa na jakos$¢ wysuszonych lisci, szczegolnie, jesli liscie wykazuja bardzo inten-
sywne objawy mozaikowatosci. Liscie takie susza si¢ zle, po wysuszeniu wykazuja
niejednolito$¢ barwy i niekorzystne zmiany struktury (17).

Historia badan nad odpornoscia na mozaike tytoniu
Odpornos$é typu Ambalema

Odpornos¢ tytoniu na wirus TMV znana jest od lat trzydziestych XX w. Na
poczatku brak objawow chorobowych po zakazeniu wirusem TMV wykryto
u kolumbijskiej odmiany Ambalema (53). Nie byla to pelna odpornos¢, lecz jedynie
tolerancja na zakazenie polegajaca na tym, ze wirus namnazal si¢ w roslinie, nie
powodujac widocznych objawdw. Ten typ odpornosci okazat si¢ nieprzydatny do
celéw hodowli, poniewaz byl trudny do przeniesienia do innych odmian, gdyz cecha
tolerancji warunkowana byla przez taczne dzialanie kilku niezaleznych recesyw-
nych gendéw. Ponadto nawet w przypadku pomyslnego wbudowania kompletu tych
genoéw do uodpornianej odmiany, nowa kreacja wykazywata znacznie mniejszy plon
i obnizona jego jakos¢, a takze silng podatno$¢ na wiedniecie i oparzenia w okresach
upalnej pogody (53).
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Pierwsze proby wykorzystania introgresji miedzygatunkowej
w hodowli tytoniu odpornego na mozaike

Podjeto prace nad uzyskaniem tytoniu szlachetnego odpornego na mozaike ty-
toniu z wykorzystaniem dwoch dzikich gatunkdéw: Nicotiana rustica i N. glutinosa.
Krzyzowanie migdzygatunkowe jest procesem trudnym, gdyz w wigkszos$ci przy-
padkow wymaga przetamania barier krzyzowalno$ci, nieprzezywalnos$ci, a takze
bezptodnosci mieszancow, ktore u roznych kombinacji mieszancowych wystepuja
w r6znym nasileniu, ale generalnie zwigkszaja si¢ wraz z dystansem filogenetycznym
miedzy krzyzowanymi formami. Wykorzystanie obcego gatunku N. rustica jako
zrodta odpornosci na chorobe u tytoniu uprawnego jest prawdopodobnie pierwszym
zakonczonym powodzeniem i udokumentowanym przedsiewzigciem tego rodzaju
(26). F.O. Holmes — amerykanski genetyk i hodowca pracujacy w pierwszej potowie
XX w., przeniost czynnik odpornosci na wirus TMV z gatunku N. rustica do tytoniu
uprawnego. Miedzy tymi dwoma gatunkami istnieje silna bariera krzyzowalnosci,
dlatego Holmes na poczatku skrzyzowat gatunek N. rustica ze znacznie blizej spo-
krewnionym gatunkiem N. paniculata, ktory réwniez bez specjalnych trudnosci
krzyzuje si¢ z tytoniem uprawnym. Wskutek wielokrotnych krzyzowan udato mu
si¢ w naturalny sposob przetamac bariere bezptodnosci mieszanca N. paniculata %
N. rustica i w nastepstwie krzyzowan wstecznych z N. paniculata i selekcji odtworzyt
forme N. paniculata odporng na wirus TMV. Odporng forme N. paniculata skrzyzowat
z tytoniem szlachetnym (N. fabacum odmiana Samsun) i na drodze kolejnych krzyzo-
wan wstecznych wyselekcjonowat forme tytoniu Samsun z czynnikiem odpornosci od
N. rustica. Opisana powyzej procedura jest rOwniez pierwszym opisanym przypadkiem
zastosowania krzyzowania pomostowego w hodowli migdzygatunkowej u tytoniu.
W metodzie tej, realizowanej w poszczegdlnych przypadkach w rézny sposob, rolg
posrednika w introgresji migdzy dwoma gatunkami petni gatunek trzeci (7, 18, 23),
anawet dwa gatunki posredniczace (45). Odpornos¢ na wirus TMV od N. rustica miata
jednak powazng wadg. Oparta ona byla na reakcji nadwrazliwos$ci na infekcje, ale
ro$liny dopiero z wiekiem nabieraty zdolno$ci do ograniczania infekcji w lokalnych
nekrozach, co sprawiato, ze siewki i mtode rosliny w polu nie byty odporne.

Przeniesienie odpornosci na mozaike tytoniu z gatunku Nicotiana glutinosa
do tytoniu szlachetnego

Holmes (26) prowadzit rownolegte prace nad pozyskaniem odpornosci na wirus
mozaiki od innego dzikiego gatunku tytoniu — N. glutinosa. Gatunek ten rowniez
reagowat nadwrazliwo$cig i lokalnymi nekrozami na infekcje, ale w odréznieniu od
N. rustica jego odpornos¢ byta niezalezna od fazy wzrostu. Na poczatku najwigksza
trudno$¢ stanowita bezptodnos¢ mieszanca F, N. tabacum % N. glutinosa, ktdrej nie
udato si¢ przetama¢ mimo dlugotrwatych usitowan. Holmes w dalszej pracy postuzyt
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si¢ ptodng forma o podwojonej liczbie chromosomow uzyskang wczesniej przez in-
nego Amerykanina prof. Clausena (12, 26). Drogg kolejnych krzyzowan wstecznych
do gatunku uprawnego Holmes zdotat wyselekcjonowac lini¢ orientalnej odmiany
Samsun wykazujacg petng odporno$¢ gatunku dzikiego. Odporno$¢ tej linii byta wa-
runkowana monogenicznym czynnikiem odpornosci nazwanej genem N. Odmiana
ta do dzi$ wystepuje w kolekcjach pod nazwami Samsun Holmesa lub Samsun H.

Pewnga ciekawostka, jesli chodzi o prace Holmesa jest to, ze bezposrednim ce-
lem jego badan nie byto zapobiezenie stratom plantatoréw tytoniu, ale zapewnienie
ochrony plantacji roslin psiankowatych (papryka, pomidory). Sgsiadujgce z nimi pola
tytoniowe zakazone mozaikg tytoniowa byty bowiem uwazane za podstawowe zrodto
infekcji dla tych upraw (45).

Roéwnolegle z badaniami Holmesa, podobne prace nad wykorzystaniem N. gluti-
nosa do wyhodowania tytoniu uprawnego odpornego na mozaike tytoniu byty pro-
wadzone w USA przez Goodspeeda (22), a wysitki w tym kierunku podj¢to takze
w kilku innych krajach, m.in. ZSRR. Prace te juz z poczatkiem lat czterdziestych
doprowadzity do wyhodowania pierwszych odmian w orientalnym typie Diubek
odpornych na mozaike tytoniu (48, 49, 50, 51). Prace nad przeniesieniem odpornosci
na mozaike z N. glutinosa podj¢to w potowie XX w. rowniez w Butgarii (31), a nieco
pozniej takze w Japonii (40).

W USA juz na poczatku lat czterdziestych wprowadzono do uprawy pierwsze
odmiany tytoniu w typie Burley odporne na mozaike¢ tytoniowa, mimo ze praktycz-
no$¢ zastosowania odpornosci typu N budzita wtedy jeszcze spore kontrowersje (53).

Badania genetyczne nad przeniesieniem i mechanizmem odpornosci
od N. glutinosa

Substytucja chromosomowa

Juz pierwsi hodowcy zajmujacy si¢ wykorzystaniem odpornosci na TMV od
N. glutinosa zauwazyli, ze w wyniku krzyzowan wstecznych i selekcji w kierunku
odpornosci migdzy wyprowadzonymi liniami odpornymi wystepuje duza zmienno$é
i wigcksze lub mniejsze odchylenia od typu odmiany wypierajacej (53). Cechy te
byty najczesciej negatywne z punktu widzenia przydatnosci do uprawy. Juz wtedy
podejrzewano, ze te niepozadane skutki byly wywotane obecnoscig materiatu gene-
tycznego z obcego gatunku wprowadzonego wraz z czynnikiem odpornosci. Badania
Mallacha (37) i Gerstela (19) nad odmiang Samsun H wykazaty, ze posiada ona
23 pary chromosoméw tytoniu uprawnego i jedng parg od N. glutinosa. Oznaczato to,
ze przynajmniej w przypadku tej konkretnej linii wraz z odpornoscia wprowadzony
zostat caly chromosom obcego gatunku, ktéry wszedt w miejsce natywnego chro-
mosomu H, co wykazal Gerstel (19) na podstawie analizy monosomicznej. Doszto
w ten sposob do tzw. substytucji chromosomowej i zwigzanych z nig widocznych nega-
tywnych skutkdéw takiego mechanizmu introgresji miedzygatunkowej, objawiajacych
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si¢ jako spowolnienie wzrostu, zmniejszona powierzchnia liScia i w konsekwencji
zmniejszony plon (52).

Z punktu widzenia hodowcy substytucja catego chromosomu pociagata za sobg
zbyt powazne negatywne konsekwencje, by mogta znalez¢ zastosowanie w praktycznej
hodowli. Z drugiej za$ strony juz pierwsze obserwacje linii odpornych na mozaike
wskazywaly, ze negatywne skutki odpornosci byty zréznicowane — od powaznych
zaklocen wzrostu i rozwoju do objawdw znacznie stabszych, na poziomie akcepto-
walnosci (50). Zwrdcono rdwniez uwage na to, ze w wyniku dtugotrwatej selekcji
mozliwy jest postep hodowlany w tym wzgledzie, czego dowodem byta produkcyjna
odmiana Burley 21 (21, 25).

Substytucja segmentalna

Gerstel (20) oraz Gerstel 1 Burk (21) stwierdzili, Ze w odmianie Burley 21
wystepuje nie caty chromosom N. glutinosa, lecz tylko jego fragment (segment) zin-
tegrowany z chromosomem N. tabacum. Na podstawie tzw. analizy monosomicznej
udalo si¢ ponadto ustali¢, ze wstawka dotyczy chromosomu H tytoniu uprawnego
(21). Potwierdzono w ten sposob zjawisko substytucji segmentalnej, podstawowego
mechanizmu w procesie hodowli miedzygatunkowej prowadzonej metodami konwen-
cjonalnymi. Ten fragment chromosomu byt jednak wcigz na tyle dtugi, ze zawierat
wiele niepozadanych genow zaklocajacych jakos$¢ uzyskiwanego surowca. Dalszy
proces hodowli tytoniu odpornego na mozaike tytoniu koncentrowat si¢ na uzyska-
niu jak najmniejszej wstawki chromosomowej w nowych odpornych odmianach, by
w ten sposob ograniczy¢ niepozadane efekty wprowadzanej odpornosci, czyli szko-
dliwe sprzezenia (ang. linkage drag).

Szkodliwe sprzezenia zwigzane z odpornoscia na mozaike tytoniu

Jesli chodzi o oddzielenie cechy odpornosci od innych — w wigkszo$ci niepoza-
danych — cech wnoszonych wraz z odporno$cia do formy uprawnej, to w pierwszym
okresie hodowli odmian odpornych na mozaike krzyzowania wsteczne polaczone
z selekcja pozadanych fenotypow wydawaly si¢ naturalnym i skutecznym podejsciem,
ktore wielokrotnie si¢ juz sprawdzito w hodowli w obrebie gatunku (53).

Z ogdblnych praw dziedziczenia na poziomie chromosomalnym wynika, ze w petni
niezalezne dziedziczenie dotyczy cech, a wiec i genow, znajdujacych si¢ na réznych
chromosomach traktowanych jako tzw. grupy sprzezen. Jesli chodzi o cechy na tym
samym chromosomie, to w zasadzie znajdujace si¢ na nim geny przekazywane sg
potomstwu w jednym pakiecie, czyli wspomnianej wczesniej grupie sprz¢zen. Nie-
mniej jednak segregacja cech w obrebie grupy sprzgzen jest tez mozliwa na drodze
rekombinacji, czyli wymiany odcinkow w obrebie koniugujacych ze soba chromo-
somow homologicznych, tzn. nalezgcych do tej samej pary. Czgsto$¢ takiej wymiany
zalezy od potozenia genu na chromosomie: im blizsza fizyczna odleglos¢ migdzy
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dwoma genami warunkujgcymi okreslone cechy, tym mocniejsze sprzezenie tych
cech i mniejsze prawdopodobienstwo ich rozdzielenia (segregacji).

W mieszancach w obrebie gatunku rekombinacja jest zjawiskiem statym i regu-
larnym. W mieszancach migdzygatunkowych taki przeptyw informacji genetycznej
jest silnie zaktocony lub nawet zablokowany wskutek roznic w liczbie lub/i strukturze
chromosomoéw poszcezegolnych gatunkdéw. Ponadto, jesli nawet zjawisko koniugacji
i przeptyw informacji genetycznej w mieszancach migdzygatunkowych wystepuje,
jest to z reguty zjawisko sporadyczne i losowe, niepodlegajace regularnym prawom
dziedziczenia.

W przypadku hodowli odmian odpornych na mozaike tytoniu przy uzyciu genu N
z obcego gatunku N. glutinosa bariera sprzezen okazala si¢ zwielokrotniona. Powodem
byla jeszcze jedna wlasciwos¢ transferu migdzygatunkowego, a mianowicie drastycz-
nie ograniczona lub nawet zablokowana rekombinacja w obrebie samej wstawki
(substytucji segmentalnej) i w rejonach bezposrednio z nig sasiadujacych. Pierwsi
wykazali to Johnson i in. (29) dla substytucji fragmentu chromosomu od gatunku
N. longiflora warunkujacej odpornos$¢ na zgnilizne pierscieniowa podstawy todygi
tytoniu powodowana przez grzybopodobnego legniowca Phytophtora parasitica.
W przypadku substytucji zawierajacej gen N ta prawidlowos¢ zostata potwierdzona
przez Lewisa iin. (35, 36) i Lewisa i Rose (27). Lewis i in. (34) wskazali, ze
w przypadku substytucji genu N rekombinacja w rejonie translokacji jest jednak
mozliwa. Lewis i in. (36) oraz Lewis i Rose (34) wykazali ponadto mate prawdo-
podobienstwo, ze gen N jako taki wywiera negatywny wplyw na plon lub inne cechy
uzytkowe tytoniu, czyli ze w przypadku tego genu oddziatywanie plejotropowe nie
ma praktycznego znaczenia. Konkluzja zawarta w przytoczonych pracach byta taka,
ze negatywny wptyw genu N nalezy przypisa¢ gtownie obecnos$ci obcej chromatyny
whniesionej wraz z genem N oraz ze strategie hodowlane ukierunkowane na zmniej-
szenie ilosci tej obcej chromatyny maja szanse powodzenia.

Potencjalne alternatywne rozwigzania problemu odpornosci na mozaike
tytoniu

N. glutinosa nie jest jedynym gatunkiem wykazujacym odporno$¢ na wirusa TMV
typu nadwrazliwo$ci. Odporno$¢ tego typu wykryto u trzynastu innych gatunkow
rodzaju (15, 56). Stavely (47) wymienia jeszcze 9 innych gatunkéw Nicotiana jako
odpornych na TMV, nie precyzujac charakteru odpornosci.

Istnieje kilka doniesien na temat prob wykorzystania niektorych z tych gatunkow
jako zrdédel odpornosci na TMV u tytoniu. O uzyskaniu ro$lin odpornych na mozai-
ke tytoniu w potomstwie mieszanca N. glauca x N. tabacum donosit Berbe¢ (6).
Palakarcheva (41)iDorossiev iin. (16) poinformowali o przeniesieniu odpornosci
na TMV z gatunkéw N. goodspeedii i N. sanderae. Gwynn 1 in. (23) przeniesli od-
porno$¢ na TMV z gatunku N. repanda do N. tabacum, ale uzyskane linie hodowlane
tytoniu wykazywaty niestabilne dziedziczenie. Wszystkie te doniesienia taczy brak
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informacji na temat dalszego wykorzystania uzyskanych materialdéw hodowlanych
oraz, z wyjatkiem opracowania Gwynna i in. (23), brak szczegotéw dotyczacych
przebiegu samego transferu odpornosci do gatunku uprawnego.

Depta i in. (15) odkryli unikalng wtasciwo$¢ odpornosci na TMV u gatunku
N. gossei polegajaca na braku zaleznosci czynnika odpornosci od temperatury oto-
czenia. Wykazali ponadto, Ze cecha odporno$ci na mozaike u N. gossei nie jest deter-
minowana genem N i jest oparta na odrebnym mechanizmie odpornosci. Wczesniej
Palakarcheva iin. (42) podali, Ze reakcja nadwrazliwos$ci na wirus TMV od N. gossei
ulega ekspresji w bezptodnym mieszancu F, N. gossei X N. tabacum, a takze w ptod-
nych regenerantach wyprowadzonych z tego mieszanca, co dobrze rokuje w przypadku
podjecia proby przeniesienia tej odpornosci do tytoniu szlachetnego.

Radykalnym sposobem uniknigcia niepozadanych skutkow odpornosci od
N. glutinosa jest zastosowanie genu N w formie ,,czystej”. Gen N byt pierwszym
sklonowanym roslinnym genem warunkujagcym odporno$¢ (55). Jest on obecnie
uzywany zarowno w transformacji tytoniu, jak i pomidora (33). Istnieja takze transge-
niczne odmiany, w ktorych odpornos¢ polega na powszechnie znanej metodzie trans-
formacji genem biatka plaszcza wirusowego oraz alternatywne formy, w ktérych
odpornos¢ warunkowana jest przez replikaze wirusowa (8). Praktyczne zastosowanie
transformacji genetycznej w hodowli tytoniu jest jednak obecnie niemozliwe z uwagi
na opor producentow wyrobow tytoniowych, a takze na koszty zwigzane z prawami
wiasnosci intelektualnej (35). Lewis iin. (36) zwracajg jednak uwage na to, ze sam
proces transformacji moze takze przynosi¢ negatywne i ucigzliwe do usuniecia skutki,
gléwnie w wyniku mutagennego dziatania kultur tkankowych bedacych sktadnikiem
tej metody.

Hodowla odmian typu Virginia odpornych na mozaike tytoniu

Zamieszczone wczesniej uwagi na temat szkodliwych sprzezen i negatywnego
wptywu czynnika N z N. glutinosa na warto$¢ uzytkowa odmian tytoniu niemal
w cato$ci odnosza sie do tytoniu suszonego ogniowo-rurowo, czyli typu Virginia.
U tytoni suszonych powietrznie, w szczego6lnosci u odmian w typie Burley, ujemne
efekty nie sa obserwowane (25). W obrebie typu Virginia poréwnanie wyjsciowych
odmian podatnych z ich izogenicznymi odpowiednikami posiadajacymi gen N od
N. glutinosa wykazalo znaczne zmniejszenie plonu u linii odpornych (10, 11, 34, 36),
a takze negatywny wptyw na cechy jakosciowe (10, 11). Wyniki $cistych porow-
nawczych prac badawczych, skadinad niewielu, potwierdza jednak praktyka plan-
tatorska. O ile odmiany w typie Burley odporne na mozaike tytoniu sa powszechnie
akceptowane, to akceptacja odmian Virginii odpornych na mozaike jest niewielka
(36). Wykazano, ze negatywny wpltyw czynnika odporno$ci na TMV na warto$¢
uzytkowa tytoniu Virginia ulega wydatnemu ostabieniu, jesli czynnik ten jest w stanie
heterozygotycznym, co ma miejsce w odmianach mieszancowych, z ktérych tylko
jeden z komponentow rodzicielskich jest nosnikiem odpornosci (11, 34). Stad tez
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wprowadzane do uprawy odmiany odporne sg wytgcznie odmianami mieszancowymi
opartymi na systemie cytoplazmatycznej meskiej sterylnosci.

Mimo ze aktualnie dostgpne odmiany tytoniu Virginia odporne na mozaike tytoniu
wciaz posiadajg liczne wady, ich uprawa w niektoérych okoliczno$ciach moze by¢ jak
najbardziej uzasadniona. Ma to miejsce, kiedy wedtug oceny plantatora przewidywane
straty w dochodzie z uprawy tytoniu wywotane przez uprawe odmiany odpornej beda
nizsze niz potencjalny spadek dochodu z uprawy odmiany podatnej, ktéry mozna
przypisa¢ wystepowaniu mozaiki na jego polu. Johnson i Main (28) podaja, ze
wystepowanie mozaiki u ponad 1/3 roslin na polu uzasadnia zastgpienie odmiany
podatnej odporng. Zalecenia agrotechniczne dla plantatoréw tytoniu Virginia w USA
opublikowane w roku 2019 (1) podaja charakterystyke 37 odmian, z ktorych 9, czyli
blisko % posiada odporno$¢ na wirusa TMV. Innym powodem przemawiajacym za
sensownos$cig wprowadzania do uprawy odmian odpornych na mozaike¢ jest fakt,
ze niektérzy kupujacy oczekuja surowca tytoniowego, ktdry daje gwarancje, ze jest
wolny od wirusa TMV. Uprawa odmiany odpornej praktycznie w pelni spetia to
oczekiwanie, aczkolwiek teoretycznie nie jest to zabezpieczenie absolutne. Odpor-
no$¢ na TMV warunkowana genem N od N. glutinosa ma charakter nadwrazliwosci,
tzn. blokuje rozprzestrzenianie si¢ wirusa w ro$linie poprzez gwattowne zamieranie
komoérek w miejscu infekeji (27). Mechanizm nadwrazliwo$ci ma te wlasciwose,
ze przestaje by¢ skuteczny w temperaturach powyzej 32°C (43). Okresy upalnej
pogody zdarzaja si¢ w Polsce ostatnio nawet czegsciej niz dawniej. Niemniej jednak
autor tych rozwazan w latach 2020 i 2021 na ponad tysigc obserwowanych roslin
z genem N wystawionych na silng naturalng i dodatkowo sztucznie wspomagang
presje TMV (infekcja od 90 do 100% roslin w obrgbie odmian podatnych) zaobser-
wowat wystapienie jedynie 1 rosliny wykazujacej objawy mozaiki tytoniu. Mozna
zatem przewidywac, ze w normalnych warunkach uprawy odmian Virginii z czynni-
kiem nadwrazliwo$ci na wirusa TMV sporadyczne przypadki zatamania odpornosci
u pojedynczych roslin nie bedg miaty istotnego wptywu na stan fitosanitarny plantacji
1 zebranego surowca, szczegdlnie jesli jednoczednie przestrzegane beda rutynowe
zalecenia ochrony przed tg chorobg.

Aktualny stan prac nad hodowla odmian odpornych na mozaike w Polsce
Uwagi wstepne

W Polsce nie prowadzono hodowli tytoniu w kierunku odporno$ci na mozaike
tytoniu. Od ponad 20 lat uprawiane sg natomiast zagraniczne odmiany w typie Burley
odporne na t¢ chorobe, w tym amerykanska odmiana TN-90. Brak w krajowym asor-
tymencie odmian tytoniu Virginia odpornych na TMV wydawat si¢ zatem luka, ktora
nalezatoby uzupetni¢. W zwiazku z tym w drugiej polowie ubiegtej dekady podjeto
w IUNG-PIB prébe wyhodowania uzytkowej odmiany tytoniu Virginia odpornej na
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TMV. Przeniesienie genu od podstaw z obcego gatunku do formy uprawnej metoda
tradycyjna, tj. przez wytworzenie mieszanca miedzygatunkowego i krzyzowania
wsteczne, jest procesem zmudnym i dtugotrwatym. Nawet u tytoniu, u ktérego bardzo
wysoki wspotczynnik rozmnazania wydatnie wspomaga tempo procesu hodowlanego,
czasokres hodowli od pierwszego krzyzowania miedzygatunkowego do uzytkowej
formy uprawnej moze rozciagac si¢ na dekady. Dlatego w dalszej czesci opracowa-
nia opisano probe wykorzystania dostepnych materiatéw wyjsciowych, w ktérych
gen warunkujacy odporno$¢ na mozaike tytoniu byt juz zintegrowany z genomem
N. tabacum.

Préba wyhodowania odmiany uzytkowej typu Virginia

Na przetomie XX i XXI w. prowadzono w IUNG-PIB program hodowlany majacy
na celu uzyskanie odmian tytoniu Virginia odpornych na czarng zgnilizn¢ korzeni
powodowang przez grzyb Thielaviopsis basicola (syn. Chalara elegans). W czgsci
tego programu wykorzystano amerykanska odmiang TN 90 w typie uzytkowym
Burley jako zrodto odpornosci na czarng zgnilizng. W wyniku krzyzowania i selek-
cji w obrgbie potomstw mieszancowych wyprowadzonych ze skrzyzowania TN 90
z polska odmiang Virginii Wislica uzyskano kilkadziesiat linii hodowlanych tytoniu
morfologicznie zblizonych do Wislicy odpornych na czarng zgnilizng. W zwigzku
z rosngcym zagrozeniem plantacji tytoniowych w Polsce mozaikg tytoniu i z uwa-
gi na to, ze wystepujaca w rodowodzie tych linii odmiana TN-90 posiada czynnik
odpornosci na wirusa TMV (38), postanowiono kilka lat temu przebada¢ wczesniej
uzyskane linie pod wzglgdem odpornosci na t¢ druga chorobg. We wspomnianym
wyzej programie hodowlanym prowadzono wytacznie selekcje na odporno$¢ wzgle-
dem czarnej zgnilizny korzeni. Z uwagi na to, ze dwa geny odpornosci, ktorych no-
$nikiem jest odmiana TN 90 — na czarng zgnilizn¢ korzeni od N. debneyi i na wirusa
TMV od N. glutinosa (39) — dziedzicza si¢ niezaleznie, szansa na znalezienie wérod
tych linii (pokolenie BC2F3) réwniez takich z utrwalong czy chociazby segregujaca
odpornoscig na mozaike byta bardzo niewielka. Niemniej jednak az w sze$ciu z tych
populacji BC,F, fenotypowo zblizonych do typu wypierajacej odmiany Wislica i od-
tworzonych z kilkunastoletnich materiatdéw nasiennych stwierdzono, obok odpornosci
na czarng zgnilizneg korzeni, wystepowanie reakcji nadwrazliwosci na wirusa TMV
charakterystycznej dla odmiany TN 90. U dwoch z tych populacji stwierdzono stabilne
dziedziczenie, u czterech pozostatych wystepowata segregacja wzgledem czynnika
odporno$ci na TMV. Dwie populacje ustalone i jedna segregujaca daty poczatek trzem
liniom hodowlanym i ich mieszancom z cytoplazmatycznie meskosterylng forma od-
miany Wislica bedacych przedmiotem wstepnego polowego doswiadczenia $cistego
nad przydatno$cia uzytkowa nowo otrzymanych form tytoniu Virginia odpornych na
mozaike tytoniowa.
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Wstepna ocena polowa wartosci uzytkowej trzech odmian mieszancowych
tytoniu Virginia odpornych kompleksowo na mozaike tytoniu, czarng
zgnilizne korzeni i brunatnienie nerwow tytoniu na tle komponentow

rodzicielskich i dwoch wariantow odmiany wzorcowej

Obiekty i metody doswiadczenia

Obiekty doswiadczalne

a) trzy linie hodowlane (WP 7, WP 9 i WP 10) uzyskane na drodze selekcji rodowo-
dowej ze skrzyzowania odmiany Wislica (typ uzytkowy Virginia) z odmiang TN
90 (typ uzytkowy Burley). WP 7, WP 91 WP 10 sg odporne na mozaike tytoniowa,
czarng zgnilizne korzeni i pospolity szczep wirusa PVY powodujacy brunatnienie
nerwow lisci;

b) trzy odmiany mieszancowe, czyli mieszance F, (pierwszego pokolenia) pochodzace
ze skrzyzowania powyzszych linii (WP 7, WP 9 i WP 10) z cytoplazmatycznie
meskosterylnym analogiem odmiany Wislica (Wislica cms) jako forma mateczng.
Sa to odpowiednio: F, Wislica cms x WP 7 (VRG 12), F, Wislica cms x WP 9
(VRG 11) 1 F, Wislica cms x WP 10 (Wismoza);

c) dwa obiekty kontrolne: (I) Wislica cms — cytoplazmatycznie mgskosterylny analog
odmiany Wislica; (II) odmiana Wislica (me¢skoptodna). Oba warianty Wislicy sa
podatne na czarng zgnilizne korzeni i mozaike tytoniowa oraz odporne na nekro-
tyczny szczep wirusa Y.

Metodyka doswiadczenia

Doswiadczenie zatozono u plantatora tytoniu w gminie Markuszow w roku 2021
na wydzielonym miejscu pola produkcyjnego tytoniu w ramach dotacji celowej
przyznanej [IUNG-PIB.

Rozsade do doswiadczenia wyprodukowano w tunelu produkcyjnym metoda tac
wielokomorowych wypehionych substratem torfowym, umieszczonych na podtozu
z piasku.

Doswiadczenie zatozono metoda losowanych blokow w trzech powtoérzeniach na
glebie bielicowej, klasy V, na polu z historig kilkuletniej monokultury tytoniowe;.
Rosliny posadzono w zaggszczeniu ok. 23 000 roslin na 1 ha. Wielko$¢ poletka wy-
nosita 8,5 m?, liczba ro$lin posadzonych na poletku — 20.

W uprawie zastosowano obecnie zalecang agrotechnike dla tytoniu Virginia (na-
wozenie mineralne, uprawa miedzyrzedowa, srodki ochrony roslin), z pominigciem
oglawiania roslin.

W okresie wegetacji dokonano obserwacji tempa rozwoju roslin (poczatek kwit-
nienia), wysokosci roslin i liczby lisci uzytkowych, a takze wykonano pomiary biome-
tryczne 6smego liscia od dotu rosliny (dtugosc i szerokos¢). Na podstawie wysokosci
i liczby lisci oszacowano $rednig dtugos$¢ miedzywezla, dzielac pierwsza warto$¢ przez
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druga. Na podstawie stosunku szerokosci do dlugosci liscia oszacowano tzw. indeks
szerokosci liscia. Powierzchnig li§cia oszacowano z iloczynu szerokos$ci i dtugos$ci
liScia przemnozonego przez wspotczynnik 0,68. Podstawg danych biometrycznych
byta $rednia z 10 ro$lin na poletku.

Przeprowadzono obserwacje chorob wystepujacych na poletku w znaczacym nasi-
leniu: zgnilizny podstawy todyg (glowny sprawca grzyb Botrytis cinerea), rizoktoniozy
lisci tytoniu (plamisto$ci przestrzelinowej) wywotanej przez grzyb Thanatephorus
cucumeris 1 brunatnienia nerwow lisci wywolanego przez nekrotyczny izolat/izolaty
wirusa PVY. Dla zgnilizny podstawy todyg i brunatnienia nerwow lisci stopien po-
razenia okreslono na kazdym poletku na podstawie stosunku liczby roslin wykazu-
jacych objawy chorobowe do catkowitej liczby roslin. Porazenie przez rizoktonioze
okreslono na podstawie wtasnej skali od 0 do 5, gdzie: 0 — brak objawow, 1 — objawy
sporadyczne (do 5% roslin porazonych, sporadyczne plamy na dolnych lisciach),
2 — stabe porazenie (do 10% roslin porazonych, stabe nasilenie plam na lisciach
gléwnie dolnych, 3 — $rednie porazenie (do 25% ros$lin porazonych, u ponad potowy
z nich — duzo plam na dolnych lisciach i sporadycznie na lisciach $rodkowych),
4 — silne porazenie (do 50% roslin porazonych, u ponad potowy z nich — duzo plam
na dolnych i srodkowych li§ciach, sporadycznie na gornych), 5 — bardzo silne pora-
zenie (ponad 50% roslin porazonych, na ponad potowie z nich duzo plam na catych
roslinach).

Przeprowadzono cztery zbiory li§ci w miare dojrzewania kolejnych pieter. Zebrane
liScie suszono w suszarni kontenerowej w rezymie wilgotno$ciowo-temperaturowym
dla tytoniu Virginia. Oznaczono plon wysuszonych li§ci z poszczegdlnych zbiorow
i poletek. Ze wzgledu na wypadniecia roslin zwigzane z wystepowaniem choroby pod-
stawy todygi we wczesnej fazie wzrostu uzyskane plony z poletek poddano konwersji
z uwzglednieniem wspotczynnika wypadow (stosunek liczby roslin posadzonych do
liczby ro$lin w momencie rozpoczgcia zbiordw). Tak obliczong mase plonu i pozostate
parametry plonu przeliczono na 1 ha. Ocena plonu obejmowata nastepujace parametry:

a) mas¢ wysuszonych lisci (plon catkowity);

b) procentowy udziat poszczegolnych klas wykupowych (od I do VI) w catkowitym

plonie;

¢) wartosc¢ brutto plonu (w zt) wyliczong na podstawie cennika dla poszczegdlnych

klas wykupowych stosowany przez jednego z gtownych podmiotéw skupuja-
cych tyton;

d) $rednig warto$¢ 1 kg plonu (w zt);

e) indeks jakosci plonu — skumulowany wazony wskaznik wyrazajacy w jednej

warto$ci liczbowej strukture jakosciowa (udziat poszczegolnych klas) plonu.
Warto$¢ indeksu obliczono wedlug nastgpujacego wzoru:

Indeks jakos$ci plonu = [(masa klasy Ix1,0) + (masa klasy 11x0,85xmasa klasy 111x0,7) +
(masa klasy IVx0,5 + masa klasa Vx0,1) + (masa klasy VIx0,0)]/catkowita masa plonu
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Pobrano proby lisci ze wszystkich pigter zbioru i oznaczono metodg wysoko-
sprawnej chromatografii gazowej zawarto$¢ nikotyny w zbiorczej probie dla kazdego
poletka.

Uzyskane dane eksperymentalne poddano analizie wariancji dla modelu losowa-
nych blokéw. W przypadku odrzucenia hipotezy zerowej obliczono warto$¢ najmnie;j-
szej roznicy dla wielokrotnych poréwnan za pomoca testu HSD Tukeya.

Wyniki
Wystepowanie wazniejszych patogenow na badanych obiektach (tab. 1)

W okresie wegetacji w polu mozaika tytoniu wystapita w bardzo stabym nasileniu
(kilka chorych ro$lin na catym doswiadczeniu na obiektach podatnych). W znaczacym
nasileniu wystapity takie choroby, jak: zgnilizna podstawy todyg, rizoktonioza lisci
tytoniu, brunatnienie nerwow lisci i zgnilizna twardzikowa (tab. 1).

Tabela 1
Wystepowanie gtéwnych chordb tytoniu na odmianach tytoniu Virginia i ich liniach rodzicielskich
uzyskanych na bazie odmiany Wislica, faczacych cechy odpornosci na czarng zgnilizn¢ korzeni,
mozaikg tytoniu i brunatnienie nerwow lisci tytoniu. Wola Przybystawska 2021

Rhizoktonioza lisci
| R e TR P—
Nazwa obiekiu (% roslin cucumeris o) o a1: fisci )
porazonych) ($rednia ocena (% roslin porazonych)
w skali 0-5)"
Wislica cms (kontrola I) 3,3 3,3 22,4
WP 7 21,7 2,3 6,3
WP 10 5,0 3,0 8,5
WP 9 16,7 2,7 8,9
Wislica cms x WP 10 (Wismoza) 21,7 3,0 18,8
Wislica cms x WP 9 (VRG 11) 16,7 33 12,1
Wislica cms x WP 7 (VRG 12) 16,7 3.3 24,0
Wislica (kontrola II) 20,0 2,7 4,1
HSD nieistotna - 17,37

"prowizoryczna skala intensywno$ci porazenia ro$lin utozona przez autora opracowania. Szczegdty na
stronie 19

“analizy statystycznej nie przeprowadzono z uwagi na prowizorycznos¢ skali i prawdopodobnie duza
subiektywnos¢ oceny

Zrddto: opracowanie wilasne
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Zgnilizna podstawy lodyg wystapita w duzym nasileniu bezposrednio po posa-
dzeniu roslin i wywotata liczne ich wypadanie. Gtéwnym sprawca choroby byt grzyb
Botrytis cinerea, lecz nie mozna byto wykluczy¢ wspotudzialu grzyba Rhizoctonia
solani, wegetatywnego stadium Thanatephorus cucumeris, ktéry wywotal masowe
porazenie lisci tytoniu w pozniejszym okresie. Na dwodch obiektach Wislica cms
i linia WP 10 stwierdzono porazenie zgnilizng podstawy todyg wyraznie nizsze
(w przypadku linii WP 10 co najmniej trzykrotnie, a u Wislicy cms nawet pigciokrot-
nie) niz na pozostatych obiektach, lecz analiza wariancji nie potwierdzita istotnosci
tych r6znic. Wynikato to prawdopodobnie z wysokiej zmiennosci migdzyblokowe;j
stopnia porazenia zgnilizng podstawy todyg na badanych obiektach.

Rhizoctonioza tytoniu (plamisto$¢ przestrzelinowa) wywolana przez T. cucu-
meris, bazydiosporialne stadium R. solani. Pierwsze widoczne objawy rizoktoniozy
pojawity si¢ na dolnych li§ciach i byly notowane jako wywotane przez chwoscik
tytoniowy (Cercospora sp.). Masowe pojawienie si¢ brunatnych plam przypisano
poczatkowo porazeniu przez grzyb Alternaria alternata wywolujacy brunatng pla-
misto$¢ lisci tytoniu. Dopiero wejscie choroby w zaawansowane stadium pozwolito
ja zidentyfikowac jako wywotang przez 7. cucumeris. Choroba wystapita w $rednim
natezeniu na wszystkich obiektach i na wszystkich poletkach doswiadczenia. Nie
stwierdzono istotnych rdznic w porazeniu przez 7. cucumeris miedzy poszczegdlnymi
obiektami do§wiadczenia, przypuszczalnie ze wzgledu na duza zmienno$¢ w wartosci
tego parametru w obrebie do§wiadczenia.

Brunatnienie nerwow liSci wywolane przez nekrotyczny szczep/szczepy
wirusa Y ziemniaka. Wsrod obiektow obserwowanych w do§wiadczeniu jedynym
czynnikiem wyraznie roznicujacym reakcje na wirus Y ziemniaka byt typ cytoplazmy.
W obiektach z ro§linami megskoptodnymi (z cytoplazma formy uprawnej N.tabacum),
tj. Wislicy 1 liniit WP 7, WP 9 i WP 10, procentowy udziat roslin wykazujacych
objawy zakazenia wirusem PVY byl znacznie nizszy w obiektach meskosterylnych
z cytoplazma obcego gatunku, tj. u Wislicy cms i mieszaficach F . Test HSD potwier-
dzit istotno$¢ tych roznic migdzy Wislica i Wislica cms oraz Wislicg i mieszancem
VRG 12, a takze migdzy linia WP 7 i mieszancem VRG 12. W pozostatych przypad-
kach roznice te, aczkolwiek znaczne, byty nieistotne.

Tempo wzrostu i wybrane cechy morfologiczne badanych linii ustalonych i mie-
szancow (tab. 2)

Dlugo$¢ okresu czasu od posadzenia do poczatku kwitnienia. Srednie obiek-
towe liczby dni od wysadzenia w polu do poczatku kwitnienia wykazywaly stabe
zroznicowanie i wynosily od 63,4 dnia u odpornej na mozaike linii WP 10 do 66,8
dni u mieszanca VRG 12. Wystepujace réznice migdzyobiektowe byty ponizej progu
istotno$ci okreslonego testem HSD Tukeya.
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Wysoko$¢é roslin. Srednie obiektowe pokazaly do$é znaczne roznice tej cechy
migdzy badanymi liniami odpornymi, ich mieszancami z cytoplazmatycznie mesko-
sterylnym analogiem odmiany Wislica i meskoptodng odmiang Wislica. Najwyzszym
obiektem do$wiadczenia byla odmiana mieszancowa VRG 11. Istotnie nizszymi od
VRG 11 byly VRG 12 i jej rodzic ojcowski — linia WP 7.

Liczba lisci. Zr6znicowanie $redniej liczby lisci u badanych obiektéw byto nie-
wielkie. Jedyna istotna réznica wystgpita miedzy obiektem o najwyzszej i najnizszej
liczbie lisci, tj. Wislica (7, 20) a linia WP 7 (7, 19).

Rozmiary liscia Srodkowego (dlugo$¢, szerokos$é, stosunek dlugosci do sze-
rokosci i powierzchnia). Srednia dugos¢ liscia srodkowego wahata sie od 52,5 cm
u linii WP 7 do 56,6 cm u mieszanca Wismoza. Réznice te byly nizsze niz wartos¢
testu HSD dla tego parametru. Podobnie brak istotnych réznic miedzy badanymi
obiektami stwierdzono dla szerokos$ci, dtugosci i powierzchni liscia srodkowego,
a takze stosunku szerokosci do dtugosci (indeksu) 6smego liscia na roslinie.

Dlugo$é miedzywezli. Istotne zréznicowanie pomigdzy niektorymi obiektami
stwierdzono w przypadku odstepu migdzy kolejnymi li§¢mi na ro$linie. Srednio
najkroétsze migdzywezla miata Wislica (8,03 cm). Istotnie dtuzsze migdzywezla niz
Wislica wyksztalcity Wismoza i forma ojcowska tego mieszanca — linia WP 10. Ta
ostatnia linia miata najdluzsze migdzywezla (8,50 cm) sposrod obiektow doswiad-
czenia.

Charakterystyka elementéw plonowania badanych obiektow (tab. 3)

Plon wysuszonych li$ci. Plony obiektow porownywanych w doswiadczeniu oscy-
lowaty w okolicy 3,3 t-ha! i tylko w przypadku linii WP 7 i WP 9 (odpornych na TMV
rodzicéw meskich odmian mieszancowych VRG 121 VRG 11) byty znacznie ponizej
tej wartosci (odpowiednio: 2,49 12,62 t-ha™). Wszystkie rdéznice migdzyobiektowe
byly jednak ponizej wartosci najmniejszej istotnej roznicy dla tego parametru.

Skumulowany udzial klas I i II oraz I, II i III w plonie liSci. Nie wykazano
istotnych réznic w tacznym udziale klas I i IT w plonie liSci migdzy badanymi obiek-
tami, pomimo ze réznice w Srednich wartos$ciach tego parametru byly znaczne (od
50,3% dla VRG 12 do 29,5% dla Wismozy). U wiekszo$ci obiektow udziat I i [T klasy
wynosit nieco ponizej 50%. Istotne r6znice miedzy niektorymi obiektami wystapity
natomiast w tagcznym procentowym udziale klas I, IT 1 III. Najwyzszym procentowym
udzialem klas od I do III w plonie charakteryzowala si¢ Wislica cms (93,3%) 1 jej
meskoptodny analog, a istotnie nizszym — dwie wyprowadzone z Wislicy linie odporne
na mozaike tytoniowa: linia WP 7 i linia WP 9. Ta ostatnia linia wydata plon lisci
o najnizszym udziale klas od I do III, przy czym istotnie wyzszy udziat tzw. klas
jasnych stwierdzono jedynie dla Wislicy, Wislicy cms i VRG 12.
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Indeks jakos$ci plonu i jednostkowa warto§¢ brutto plonu. Indeks jakosci plonu
w badanych obiektach byt dos¢ zréznicowany — od 0,80 w przypadku Wislicy cms
do 0,65 w przypadku linii WP 9. Zr6znicowane to bylo jednak mniejsze niz wartos§¢
HSD wyliczona dla tego parametru. Poréwnujac réznice migdzy obiektami, uzyskane
warto$ci jednostkowe plonu uktadaty sie podobnie jak wartosci wyliczonego indeksu
jakosci. Rowniez w przypadku wartosci 1 kg plonu nie stwierdzono istotnych réznic
migdzyobiektowych.

Warto$¢ plonu brutto z 1 ha uprawy. Parametr ten stanowi dla plantatora czgsto
najistotniejszg ceche stanowigca o optacalnosci uprawy. Dla poszczegdlnych obiek-
tow wyliczony dochdd przybierat warto$¢ od nieco ponad 25 tys. PLN (linia WP 7)
do ponad 39 tys. PLN (mieszaniec VRG 11). Mozna tez zauwazy¢, ze komponent
ojcowski tego mieszanca — linia WP 9, data obok linii WP 7 jeden z dwdch najniz-
szych dochodéw w do§wiadczeniu. Obiektami, ktore daly najwyzszy dochod brutto
z jednostki powierzchni byly, obok mieszanca VRG 11, obie Wislice i mieszaniec
VRG 12 pochodzacy ze skrzyzowania Wislicy cms z linig WP 7. R6znice w uzyskanym
dochodzie z poszczegolnych obiektow, pomimo ze liczbowo wyrazne, nie zyskatly
potwierdzenia w analizie statystycznej.

Zawartos$¢ nikotyny w plonie. Najwyzszag zawarto$¢ nikotyny w wysuszonych
lisciach stwierdzono u linii WP 10. Istotnie mniej nikotyny zawieraty liscie VRG 12,
VRG 11, WP 71 WP 9. Ta ostatnia linia zawierala najmniej nikotyny i istotnie prze-
wyzszaly ja pod tym wzgledem Wismoza, Wislica cms, Wislica i linia WP 10.

Dyskusja

Przytoczone tu wyniki wstepnego testu w warunkach polowych pierwszych
krajowych kreacji tytoniu Virginia odpornych na mozaike tytoniowa sg obarczone
bardzo duzym btedem wynikajacym ze zmienno$ci warunkdw wzrostu, co negatywnie
wplyneto na mozliwosci wnioskowania opartego na statystycznej analizie danych.
Zmiennos¢ glebowa miata tu przypuszczalnie najwigkszy udziat, ale bardzo duzy
wplyw wywarly takze trudne warunki pogodowe, przede wszystkim niskie tempera-
tury wiosng i wezesnym latem. Spowodowato to opdznienie terminu sadzenia oraz
wolny i nieréwnomierny wzrost w polu. Niemniej jednak uzyskane wyniki pozwolity
na pierwsze spostrzezenia dotyczace wartosci uzytkowej tych materiatow.

Badane linie wsobne i mieszafice F| taczg odpornos¢ na TMV z odpornoscig na
dwie inne choroby tytoniu powszechnie wystepujace w Polsce: czarng zgnilizng
korzeni 1 pospolite nekrotyczne izolaty wirusa Y ziemniaka. Wszystkie trzy odpor-
nosci sg kontrolowane pojedynczymi genami warunkujacymi odporno$¢ typu wer-
tykalnego, przy czym odpornos¢ na TMV i T.basicola warunkujg geny dominujace
(13, 32, 33, 35), a odpornos¢ na PVY warunkuje recesywny allel/allele genu va (38).
Weczesniejsze badania wykazaly, ze zarowno w przypadku odpornosci na TMV, jak
i na T. basicola negatywne skutki ulegaja wydatnemu zmniejszeniu, jesli czynnik
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odporno$ci wystepuje w stanie heterozygotycznym, czyli w formach mieszancowych,
w ktorych ten czynnik wnosi tylko jeden z rodzicow (24, 34). Stad tez zasadniczym
przedmiotem badan byty formy mieszancowe, ktore oceniano na tle linii ojcowskich
wnoszacych odpornos¢ oraz odmiany matecznej (Wislica) i jej analoga stanowiacych
obiekty kontrolne. Na potrzeby niniejszej dyskusji nalezy podkresli¢, ze badane linie
i mieszance pod wzgledem typu morfologicznego byly bardzo zblizone do odmiany
Wislica, przy zauwazalnej odrebnosci pod tym wzgledem linii WP 9. Odrgbnos¢ te,
chociaz w mniejszym stopniu, zachowal rowniez mieszaniec F, Wislica cms x linia
WP 9 (VRG 11). Znalazto to pewne potwierdzenie w nieco wyzszych roslinach obu
form w stosunku do pozostatych, z wyjatkiem mieszanca Wismoza (tab. 2).

Obserwowane w doswiadczeniu porazenie roslin przez zgnilizne podstawy todyg
i rizoktonioze lisci (plamisto$¢ przestrzelinowa) nie roéznito si¢ na poszczegdlnych
obiektach, co dos$¢ tatwo wytlumaczy¢ ich duzym genetycznym podobienstwem.
Wystgpito natomiast dos¢ wyrazne zréznicowanie w reakcji na presje infekcyjna
wywierang przez wirus Y w zalezno$ci od typu cytoplazmy. Wszystkie badane
w do$wiadczeniu obiekty posiadaty genetyczng odporno$¢ typu va. Gen typu va
wystepuje zarowno w Wislicy, jak i TN 90 (38), dwdoch odmianach wyjsciowych
w rodowodzie badanych form odpornych na mozaike. Obiekty meskoptodne zawieraly
natywny genom cytoplazmatyczny N. tabacum, natomiast obiekty cytoplazmatycznie
meskojatowe posiadaty obca cytoplazme, nominalnie od gatunku N. quadrivalvis,
przypuszczalnie wywodzaca si¢ od gatunku N. suaveolens (3). Na obiektach mesko-
sterylnych notowano znacznie wigcej roslin wykazujacych objawy infekcji wirusem
(chlorozy i nekrozy nerwow lisci) niz na obiektach meskoptodnych. Obnizenie
odpornosci na infekcje PVY na niektorych cytoplazmatycznych analogach odmiany
Wislica stwierdzili Berbe¢ i Laskowska (5). Czubacka i in. (14) potwierdzili
wplyw obcej cytoplazmy na stopien tolerancji wzgledem tego patogenu u odmiany
tolerancyjnej. Wedtug wczesniejszych obserwacji (5) typ cytoplazmy quadrivalvis
vel. bigelovii nie obnizal odpornoscina PVY u Wislicy albo obnizat ja w nieznacznym
stopniu (u mieszanca F, Wislicy z inng odmiang) (4). W opisywanym tu doSwiadczeniu
obserwowano obnizong odpornos¢ na zakazenie wirusem Y ziemniaka u wszystkich
obiektow cytoplazmatycznie meskosterylnych, chociaz istotno$¢ tego efektu nie zo-
stata potwierdzona dla wszystkich porownan. Reakcja badanych obiektéw przypomina
znacznie zwigkszong podatnos¢ na PVY pod wplywem cytoplazmy N. suaveolens
(4, 5), ktory to gatunek jest by¢ moze rzeczywistym dawca systemu genetycznego
warunkujacego cytoplazmatyczng meska sterylnos¢ w obiektach omawianego tu do-
$wiadczenia. Powyzsze rozbiezno$ci mozna rowniez thumaczy¢ rdéznica w izolatach
PVY wystepujacych w poczatkach ubieglej dekady i obecnie.

Odnotowano niewiele istotnych réznic migdzy badanymi obiektami pod wzgledem
cech morfologicznych. Uzyskane r6znice trudno bylo powigza¢ z wptywem odpornosci
na mozaike. Rowniez Chaplin iin. (11) oraz Chaplin i Mann (10) nie znalezli
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takich zalezno$ci z wyjatkiem istotnego ujemnego wplywu na wysokosc¢ roslin u jedne;j
odpornej linii w poréwnaniu z jej podatnym izogenicznym odpowiednikiem (11).

Mimo do$¢ znacznego zréznicowania liczbowych warto$ci poszczegdlnych para-
metrow plonowania miedzy obiektami, analiza statystyczna nie potwierdzita istotnosci
tych roéznic z dwoma wyjatkami — kumulowanego udziatu trzech najwyzszych klas
wykupowych w plonie i w zawarto$ci nikotyny. Najwyzszy udzial klas od I do III
(tzw. klas jasnych) stwierdzono u dwdch form bez czynnika odpornosci na mozaike
(Wislica cms i Wislica) i jednego odpornego mieszanca (VRG 12). Plon o najnizszym
udziale klas jasnych wydaty trzy linie homozygotyczne pod wzgledem genu odpor-
nosci. U heterozygotycznych mieszancow udziat klas jasnych byl posredni. Jezeli
chodzi o taczny udziat klas jasnych (o przewadze z6ttego zabarwienia wysuszonych
lisci) w plonie, to wydaje sie, ze jest to najlepsza miara jakosci, jako stosunkowo
najmniej obarczona subiektywnos$cia oceny przez klasyfikatora. Uzyskane wyniki
moga wskazywac na negatywny wplyw genu odpornosci na mozaike na wynik
suszenia, co réwniez juz w poczatkach badan nad tym typem odpornosci u tytoniu
Virginia podkreslali Chaplin i Mann (10). Omawiane tu wyniki moga jednocze$nie
stanowi¢ potwierdzenie opinii, ze uboczne niepozadane skutki czynnika odpornos$ci
na mozaike ulegaja znacznemu oslabieniu w stanie heterozygotycznym (11, 34).
Lewis iRose (34) nie stwierdzili ujemnego wptywu czynnika odpornosci na jakos¢
Virginii i uznali obnizony plon za gléwny niepozadany efekt czynnika odpornosci
w tym typie uzytkowym. Wyniki uzyskane w omawianym doswiadczeniu [UNG-PIB
zdaja si¢ sugerowac zalezno$¢ odwrotna, tj. efekt negatywny na przebieg suszenia,
a brak efektu na wysokos¢ plonu. Z drugiej strony istotno$¢ tylko niektorych réznic
dotyczacych omawianego parametru zostata potwierdzona statystycznie. Lewis
i in. (36) podaja, ze suma alkaloidow w lisciach certyfikowanej aromatycznej Vir-
ginii K 326 byla nizsza niz u jej odpowiednika uodpornionego na mozaike tytoniu.
W naszych badaniach obserwowano tendencje do odwrotnej zalezno$ci, tj. obnizonej
zawarto$ci nikotyny w liniach i mieszancach odpornych w stosunku do obiektow
kontrolnych (Wislica i Wislica cms). Wyjatkiem byla linia WG 10 i jej mieszaniec
z Wislica (Wismoza), z zawartos$cig nikotyny na poziomie zawartosci u Wislicy.
U odbiorcow surowca tytoniowego Wislica cieszy si¢ dobra opinia, migdzy innymi
ze wzgledu na wzglednie wysoka zawartos¢ nikotyny w grupie odmian Virginia
wykorzystywanych jako wypehiacze (ang. fillers). Stad tez Wismoza moze znalez¢
uznanie u odbiorcoéw poszukujacych tytoniu wypetniajacego i jednoczesnie wolnego
od mozaiki. Nalezy takze zauwazy¢, ze badane ustalone linie odporne nie zostaty
doprowadzone do stanu izogenicznego, czy nawet cho¢by prawie izogenicznego
wzgledem odmiany Wislica. A zatem niektére z obserwowanych réznic mogly by¢
wynikiem obecnos$ci, mniejszej lub wiekszej, materiatu genetycznego z odmiany TN
90 niezwigzanego z odporno$cig na mozaike.
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Podsumowanie i wnioski

W opracowaniu przedstawiono wybrane aspekty hodowli tytoniu odpornego na
mozaike tytoniu powodowang przez wirus TMV. We wstepie podano krotki opis
poznania czynnika sprawczego choroby i znaczenia samej choroby. W pierwszych
podrozdziatach po$wigconych badaniom nad uzyskaniem tytoniu odpornego na
mozaike omowiono odporno$¢ wewnatrzgatunkowa typu Ambalema i pierwsze pro-
by hodowli migdzygatunkowej polegajacej na pozyskaniu odpornosci od gatunku
N. rustica. Nastepne czesci poswigcono badaniom nad przeniesieniem odpornosci na
TMYV z gatunku N. glutinosa oraz badaniom nad mechanizmem odpornosci i barierami
introgresji w przypadku tego czynnika odpornosci. Ostatnia cz¢$¢ omawia wyniki
uzyskane w [UNG-PIB w zwigzku z pierwszymi probami wyhodowania krajowych
odmian tytoniu Virginia odpornych na mozaike. W §wietle uzyskanych jednorocznych
wynikoOw mozna ostroznie stwierdzi¢, ze uzyskane mieszance F, tytoniu, pierwsze
krajowe odmiany typu Virginia z odporno$cia na mozaike¢ tytoniu, nie r6éznily si¢
istotnie od wzorcowej odmiany Wislica i od jej cytoplazmatycznego analoga pod
wzgledem szybkosci rozwoju, wybranych cech morfologicznych i masy uzyskanego
plonu, a w przypadku mieszanca F, Wismoza, takze zawartosci nikotyny w lisciach.
Otrzymane wyniki wydaja si¢ jednak sugerowaé, ze badane mieszance F, i linie
wsobne odporne na mozaik¢ moga dawac gorszej jakosci surowiec w porownaniu
z wyjsciowymi odmianami bez genu odpornosci. Na obecnym etapie trudno jest ustalic,
w jakiej mierze za tymi ewentualnymi negatywnymi skutkami procesu hodowlanego
stoi gen odpornosci na TMV wraz z wprowadzong z nim sprz¢zong obcg chromatyna,
a w jakim stopniu odpowiedzialny jest rezydualny materiat genetyczny pochodzacy
od bezposredniego dawcy odpornosci — odmiany TN 90.
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OSIAGNIECIA T WYZWANIA W HODOWLI TYTONIU ODPORNEGO
NA WIRUSA BRAZOWEJ PLAMISTOSCI POMIDORA (TSWV)*

Stowa kluczowe: Nicotiana tabacum, Nicotiana alata, hodowla odpornosciowa, krzyzowanie
miedzygatunkowe, introgresja

Wstep

Wirus bragzowej plamistosci pomidora (TSWYV, ang. Tomato spotted wilt orthoto-
spovirus) jest uznawany za jednego z najwazniejszych wirusow roslin pod wzgledem
naukowym i ekonomicznym (26). TSWV jest typowym reprezentantem rodzaju
Orthotospovirus (wezesniej Tospovirus), ktory obejmuje patogeny roslin wyjatkowe
pod wzgledem budowy oraz pochodzenia. Przedstawiciele tego rodzaju r6znig si¢ od
wigkszosci wirusow roslin obecnos$cig otoczki lipoproteinowej oraz polimerazy RNA
zwigzanej z nukleokapsydem (17). Badania molekularne wykazaly podobienstwo
tych patogenow do wirusow z rodziny Bunyaviridae infekujacych gtownie kregowce
i stawonogi. W polaczeniu z danymi na temat interakcji TSWV z owadzimi wekto-
rami, badania te doprowadzity do sformutowania hipotezy na temat ewolucyjnego
pochodzenia przedstawicieli rodzaju Orthotospovirus od patogenow owadow (26).

Najwigksza motywacja do podjecia badan nad TSWYV sg straty, jakie wirus ten
wywoluje w uprawach wielu gatunkéw roslin na calym $wiecie. Juz w latach 90.
XX wieku byty one szacowane na ponad 1 miliard dolaréw rocznie (10, 26). TSWV
obniza zbiory pomidorow i papryki na wszystkich kontynentach, dodatkowo poraza
tez ziemniaka, tyton, salate, rosliny ozdobne, orzeszki ziemne, soj¢ i inne gatunki
uprawne (23). Jednak patogen ten infekuje nie tylko rosliny uprawne. Lista zywi-
cieli TSWV obejmuje ponad 1000 gatunkéw roslin nalezacych do 85 rodzin (24).
Tak szeroki zakres zywicieli ma znaczenie dla rozwoju epidemii, poniewaz ro$liny

*Opracowanie wykonano w ramach zadania 6.3 pt. ,,Upowszechnianie wiedzy o wynikach uzyski-
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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rosngce w sasiedztwie pdl uprawnych, w ktorych namnaza si¢ wirus, mogg stac si¢
jego rezerwuarem i zrodtem zakazenia gatunkéw uprawnych.

TSWYV jest wirusem bardzo nietrwatym, nie przenosi si¢ za posrednictwem
nasion i nie przechowuje si¢ w resztkach roslin pozostatych po zbiorach na polach
uprawnych (3). Pomimo to rozprzestrzenia si¢ efektywnie dzigki swoim wektorom.
TSWYV jest przenoszony przez wciornastki — owady nalezace do rzedu przylzencow
(Thysanoptera). W warunkach klimatycznych Polski efektywnym wektorem wirusa
na plantacjach tytoniu jest wciornastek tytoniowec (Thrips tabaci). Wciornastek za-
chodni (Frankliniella occidentalis), ktory jest gtownym wektorem TSWV w USA,
pojawia si¢ w Polsce tylko pod ostonami i nie jest w stanie przezimowa¢ w warunkach
polowych (17). W kontekscie epidemii bragzowej plamisto$ci pomidora na tytoniu,
najwazniejszymi aspektami biologii 7. tabaci sa ich wysoka ptodno$¢ (samica sktada
ok. 100 jaj, przy czym w ciaggu jednego sezonu wegetacyjnego wystepuje 2—4 po-
kolen) oraz wykorzystywanie jako pokarmu wielu gatunkéw roslin, ktore moga by¢
gospodarzami TSWV (3).

TSWYV na plantacjach tytoniu w Polsce

W Polsce na plantacjach tytoniu po raz pierwszy stwierdzono wystepowanie
brazowej plamisto$ci pomidora w 1950 r. w okolicach Zamoscia (29). Potem zasieg
wystepowania tej wirozy stopniowo si¢ zwigkszat, obejmujac kolejne rejony uprawy
tytoniu. Laskowska (18), powotujac si¢ na informacje uzyskane w roku 2007 od
Zwiazku Plantatoréow Tytoniu i firm zajmujacych si¢ skupem surowca, odnotowala,
ze zniszczenia spowodowane przez t¢ chorob¢ w rejonach lubelsko-podkarpackim
1 $wietokrzysko-matopolskim obejmowaty 5-40% plantacji, natomiast w rejonie
dolno$laskim — 10-45% plantacji. W rejonie kujawsko-pomorskim znajdowano tylko
nieliczne porazone ro$liny, natomiast rejon mazurski zostal uznany za wolny od TSWV.

W ubiegtym roku opublikowano wyniki monitoringu wystepowania pigciu wirusow
(w tym TSWV) na plantacjach tytoniu w ré6znych rejonach uprawy w Polsce (15). Do
badan pobierano probki z roslin tytoniu wykazujacych objawy chordb wirusowych oraz
z chwastow wystepujacych na tym samym polu lub w jego bezposrednim sasiedztwie,
bez wzglgdu na objawy. Testy serologiczne przy uzyciu metody DAS-ELISA wykazaty,
ze w badanym materiale najczesciej wykrywano TSWV. Stwierdzono jego obecnosé
w 56,1% probek tytoniu i 17,5% probek chwastow. TSWV wykryto we wszystkich
probkach tytoniu pobranych w wojewodztwach dolnoslaskim i §wigtokrzyskim oraz
w 65,7% 1 4,2% probek odpowiednio z woj. lubelskiego 1 kujawsko-pomorskiego.
Nie badano préobek tytoniu z woj. podlaskiego, gdyz nie znaleziono w tym rejonie
roslin tytoniu z objawami choréb wirusowych. Wyniki te potwierdzaja, ze choroba
nadal stosunkowo czgsto wystepuje na potudniu kraju. Niski procent porazonych ro-
$lin tytoniu w woj. kujawsko-pomorskim w tym monitoringu (15) nie odzwierciedla
wynikow corocznych lustracji plantacji w tym rejonie, ktére wskazuja na dos$¢ czeste
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porazenia tytoniu przez TSWV (M. Przyby$ — dane nieopublikowane). Do tej pory nie
ma natomiast informacji o wyst¢powaniu bragzowej plamistosci pomidora na tytoniu
w woj. podlaskim, pomimo tego, ze w tym rejonie stwierdzono obecnos¢ TSWV
w chwastach (wykryto go w 9,1% probek chwastéw) (15). T. tabaci jest powaznym
szkodnikiem tytoniu np. w okolicach Augustowa (T. Doroszewska i A. Berbe¢ — in-
formacja ustna), dlatego faktu niecodnotowania objawdw choroby na tytoniu w woj.
podlaskim nie mozna tez thumaczy¢ nieobecnos$cig wektora. Wyjasnienie tego zjawiska
wymaga dalszych badan na temat efektywnosci przenoszenia TSWV w tym rejonie.

Chwasty mogg stanowi¢ rezerwuar patogenéw wirusowych i zrédto zakazen roslin
uprawnych. Wérod gatunkow roslin zawartych na liscie zywicieli TSWV znajduje si¢
wiele gatunkow chwastow, ktore powszechnie wystepujg na polach tytoniu w naszym
kraju (14, 24). W tabeli 1 zestawione sg gatunki roslin, w ktorych stosunkowo czesto
wykrywano TSWV w ramach wyzej opisanego monitoringu w réznych rejonach
uprawy tytoniu w Polsce.

Tabela 1

Lista gatunkow roslin (innych niz tyton), w ktorych najczesciej wykrywano TSWV w ramach
monitoringu wystepowania wiruséw na plantacjach tytoniu lub w ich bezposrednim sgsiedztwie,
w pieciu wojewddztwach (lubelskim, §wigtokrzyskim, dolnos$laskim, kujawsko-pomorskim

i podlaskim)
Liczba | Procent probek,
Gatunek Nazwa lacinska badanych w ktorych
probek | wykryto TSWV
Niezapominajka polna Mpyosotis arvensis (L.) Hill. 10 100,0
Zbttlica drobnokwiatowa Galinsoga parviflora Cav. 19 52,6
Zbttlica owtosiona Galinsoga ciliata (Raf.) S.F. Blake 16 43,8
Tasznik pospolity Capsella bursa-pastoris (L.) Medik 13 23,1
II;/:: e;l;::(t)lﬁ;;admorska Matricaria maritima L. subsp. inodora (L.) 18 222
Krwawnik pospolity Achillea millefolium L. 10 20,0
Komosa biata Chenopodium album L. 45 17,8
Ziemniak Solanum tuberosum L. 6 16,7
Skrzyp polny Equisetum arvense L. 14 14,3
Przetacznik perski Veronica persica Poir. 7 14,3
Fiotek polny Viola arvensis Murray 20 10,0
Ostrozen polny Cirsium arvense (L.) Scop. 11 9,1
Powdj polny Convolvulus arvensis L. 14 7,1
Rdest kolankowy Polygonum lapat}-zifo_lium L. subsp. 19 53
lapathifolium
Chwastnica jednostronna Echinochloa crus-gali (L.) P. Beauv. 24 42

“opracowanie wlasne na podstawie Korbecka-Glinka i in. (15)
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Objawy porazenia tytoniu przez TSWYV i metody ochrony

Objawy porazenia roslin tytoniu przez TSWV obejmuja: jasne lub nekrotyczne
plamy, kartowaty wzrost roslin, charakterystyczne zagiecie wierzchotka pedu, zotk-
nigcie, brunatnienie i nekroza duzych fragmentow lisci oraz obumieranie roslin (3).
Roéliny tytoniu moga zostac zainfekowane przez TSWV przez caty okres wegetacyjny.
Jednak porazenie mtodych roslin jest najbardziej niebezpieczne, poniewaz skutkuje
zahamowaniem wzrostu i obumieraniem roslin. Masowe porazenie roslin na wczesnym
etapie rozwoju czesto prowadzi do catkowitego zniszczenia plantacji.

Rutynowym zabiegiem ograniczajacym rozprzestrzenianie si¢ wirusa jest opry-
skiwanie pol i terenu w ich sasiedztwie insektycydami niszczacymi wciornastki.
Wykonanie tego zabiegu jest szczego6lnie istotne jesienig (po zbiorach) oraz wiosna
(na 5-6 dni przed wysadzeniem roslin na pole), poniewaz w tych terminach elimino-
wane sg doroste, zainfekowane wciornastki zimujace w glebie, ktore wiosng powoduja
zakazenie mtodych roslin tytoniu (3).

Uzywanie tego samego insektycydu na tym samym polu przez dtuzszy okres cza-
su moze doprowadzi¢ do uodpornienia si¢ owadow na substancj¢ czynng. Dlatego
rekomendowana jest rotacja uzycia réoznych substancji czynnych lub zastosowanie
alternatywnych metod ochrony. Aktualnie do zwalczania wciornastka tytoniowca
w tytoniu dopuszczone jest stosowanie srodkow zawierajgcych acetamipryd, lambda-
-cyhalotryne lub olejek pomaranczowy (25). Z niechemicznych metod zalecana jest
rotacja upraw, szczeg6lnie w przypadku silnego porazenia plantacji we wcze$niej-
szym sezonie. Ponadto istotne jest tez usuwanie chwastow z terenu plantacji i jej
sasiedztwa wczesng wiosna, poniewaz niektore z tych roslin moga by¢ rezerwuarem
wirusa. Najlepsza metoda ochrony przed chorobami wirusowymi jest uprawa odmian
odpornych. Niestety wszystkie odmiany tytoniu uprawiane obecnie w Polsce wykazuja
podatnos$¢ na TSWV.

Zrédla odporno$ci na TSWYV dostepne dla hodowli tytoniu

Hodowla ukierunkowana na odporno$¢ tytoniu na TSWV ma do dyspozycji tylko
kilka zrodet odpornosci. Laskowska i in. (20) zbadali reakcje na inokulacje TSWV
uroslin pochodzacych z 94 obiektow z rodzaju Nicotiana, z kolekcji Instytutu Uprawy
Nawozenia i Gleboznawstwa — Panstwowego Instytutu Badawczego. Sposrod dzikich
gatunkow z rodzaju Nicotiana tylko przedstawiciele sekcji Alatae (N. alata, N. for-
getiana oraz Nicotiana % sanderae, ktory jest gatunkiem syntetycznym otrzymanym
zkrzyzowania N. alata i N. forgetiana) wykazywali reakcje typu nadwrazliwosci. Jest
to reakcja obronna rosliny polegajaca na szybkim obumieraniu komorek w miejscu
penetracji tkanek przez patogen (1). Ma ona na celu ograniczenie rozprzestrzeniania
si¢ wirusa do sgsiednich komorek i tkanek. Typowym objawem takiej reakcji sa
drobne nekrotyczne plamki na lisciach. Laskowska i in. (20) wyrdznili w swoim
tescie inokulacji dwa rodzaje reakcji nadwrazliwosci w zalezno$ci od tego, czy ne-
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krotyczne plamki pojawiaty si¢ tylko na dolnych, inokulowanych lisciach (wtedy
reakcje okreslano po prostu jako reakcja nadwrazliwosci — HR, ang. hypersensitive
reaction) (fot.1), czy byly one odnotowane takze na lisciach mtodszych, ze §rodko-
wego 1 gornego pietra rosliny (w tym przypadku reakcje okreslano jako systemiczna
reakcja nadwrazliwosci — SHR, ang. systemic hypersensitive reaction). Wystapienie
objawow na lisciach, ktore nie byly inokulowane §wiadczy o mniejszej skuteczno$ci
SHR, poniewaz migracja wirusa w obrgbie rosliny nie zostata zahamowana. Sposrod
przedstawicieli sekcji Alatae wszystkie testowane rosliny N. forgetiana wykazywaly
objawy SHR. Natomiast rosliny reprezentujace dwa z siedmiu badanych obiektow
N. alata oraz dwa z czterech badanych obiektow Nicotiana x sanderae wykazywaty
objawy HR oraz ujemny wynik DAS-ELISA na obecno$¢ TSWV w gornych lisciach.
U pozostatych obiektow tych dwoch gatunkow odnotowano SHR u 6,3-50,0% bada-
nych roslin oraz HR u pozostalych. Wyzej opisane wyniki Laskowskiej i in. (20)
pokazuja, ze najlepszymi zroédtami odpornosci na TSWV sposrdod naturalnie powsta-
tych gatunkéw z rodzaju Nicotiana, zawartych w kolekcji IUNG-PIB, sa wybrane
dwa obiekty N. alata, z ktorych wszystkie testowane rosliny wykazuja silng reakcje
nadwrazliwosci (HR) na inokulacje TSWV. Fakt, ze obiekty tego gatunku ro6znig si¢
pod wzgledem odpornosci moze by¢ konsekwencja m.in. dryfu genetycznego, ponie-
waz rozmnozenia kolekcyjne tej obcopylnej rosliny sa zazwyczaj matymi populacjami.

Fot. 1. Objawy zarejestrowane po inokulacji TSWV na roslinie Nicotiana alata.

Na dolnym, inokulowanym wczes$niej lisciu (z prawej strony) widoczne sg objawy nadwrazliwosci
w postaci matych nekrotycznych plamek

Zrodho: A. Depta, zasoby whasne
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Przeniesienie odpornosci na TSWYV z N. alata do tytoniu i pierwsze odmiany
odporne

Gatunek N. alata Link et Otto nalezy do sekcji Alatae. Jest on obligatoryjnie
obcopylny, posiada zaledwie 9 par chromosomdw i z pochodzenia jest aneuploidem,
poniewaz wigkszos$¢ gatunkow z rodzaju Nicotiana posiada 12 par chromosomow
lub wielokrotnos¢ tej liczby (11). Natomiast N. tabacum jest gatunkiem samopyl-
nym, naturalnym amphidiploidem powstalym w wyniku odrgbnej linii ewolucyjnej
i posiada 24 pary chromosomow (12, 13). Przeniesienie odpornosci na TSWV od
N. alata do gatunku uprawnego poprzez krzyzowanie mi¢dzygatunkowe jest dos¢
trudne ze wzgledu na matlg liczbe uzyskiwanych nasion mieszancow i niskg przezy-
walnos$¢ siewek, ktore z nich wyrastaja (2). Roznice w liczbie chromosomow i niezbyt
wysoki poziom homologii chromosomowej u tych dwoch gatunkoéw utrudniajg prze-
bieg mejozy u mieszaficow. Z badan cytogenetycznych mieszancow F | (N. tabacum %
N. alata) realizowanych w pierwszej potowie XX wieku, wynika, ze liczba sparo-
wanych chromosomoéw obserwowana w pierwszej metafazie mejozy wynosi od 5 do
9 (11), co oznacza, ze nie zawsze kazdy chromosom N. alata odnajduje swojego ho-
meologa. Dobdr odmiany tytoniu do krzyzowania z N. alata ma znaczenie dla liczeb-
nosci i zywotnos$ci uzyskiwanych mieszancow. Berbe¢ (2) wybrat do krzyzowania
z N. alata odmiang¢ Nadwislanski Maly, poniewaz wczes$niejsze badania pokazaly, ze
z takiego krzyzowania mozliwe jest uzyskanie stosunkowo duzej liczby mieszancow.
Jednak uzyskane przez tego autora rosliny F  charakteryzowaty si¢ niskg przezy-
walnoscig 1 byly catkowicie nieptonne. W mejozie nielicznych ro$lin odnotowano
0-10 biwalentow, przy czym ich liczba modalna wynosita 6.

Wiele prob przeniesienia odpornosci na TSWYV z N. alata do tytoniu zakonczyto
si¢ niepowodzeniem. Dopiero zastosowanie w latach 80. XX wieku przez Zygmunta
Gajosa (8), z 6wczesnego Centralnego Laboratorium Przemystu Tytoniowego
w Krakowie, metody pomostowej polegajacej na wykorzystaniu trzeciego gatunku
(N. otophora) do krzyzowania mi¢dzygatunkowego doprowadzilo do uzyskania
odpornej odmiany tytoniu Polalta. Z kilku wczesniejszych publikacji tego autora
mozna odtworzy¢ rodowod tej odmiany, chociaz nie zawierajg one informacji o ge-
notypach/odmianach N. tabacum uzytych do krzyzowania ani doktadnych wynikow
badan cytologicznych otrzymanych mieszancow. W szczegotach proces hodowlany
przebiegal nastepujgco: siewki mieszanca F, (N. tabacum % N. alata) poddano kolchi-
cynowaniu i otrzymano ro$liny amfidiploidalne, z ktérych jedna wytworzyta kwiaty
meskoplodne. Roslina ta nie zawigzywata nasion w wyniku samozapylenia, ale jej
pytkiem zapylono rosliny tytoniu szlachetnego. Z tego krzyzowania wstecznego uzy-
skano seskwidiploidalne rosliny BC, ktore w testach inokulacji TSWV wykazywaty
reakcje nadwrazliwosci (4). Jednak te rosliny BC, nie mogty by¢ zapylone pytkiem
wlasnym ani pytkiem N. tabacum. Nasiona uzyskano dopiero po zapyleniu pytkiem
mieszanca otrzymanego z N. tabacum i N. otophora, przy czym mieszaniec ten byt
najprawdopodobniej amfidiploidem (5, 6). Testy inokulacji TSWV uzyskanych ro-
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slin 1 kolejne krzyzowania wsteczne (BC,-BC,) odpornych mieszancow do gatunku
uprawnego pozwolity na otrzymanie odpornych roslin, ktére mogty by¢ rozmnazane
przez samozapylenie. Stosunek liczby osobnikéw odpornych i podatnych w testach
inokulacji byt zblizony do 1:1 —u roslin uzyskanych z krzyzowan wstecznych oraz do
3:1 —u roslin z samozapylenia. Na tej podstawie wysnuto wniosek, ze odporno$¢ na
TSWYV w tych materiatach hodowlanych jest warunkowana przez jeden dominujacy
gen (6). Selekcja homozygotycznych osobnikéw odpornych na TSWV i otrzymanie
dalszych pokolen poprzez samozapylenie doprowadzilo do uzyskania kilku linii
hodowlanych (7). Z jednej z nich wyprowadzono p6zniej odmiang Polalta, ktora jest
tytoniem ciemnym, w typie zblizonym do Putawskiego (8).

Zygmunt Gajos (9) wykorzystal tez swoje migedzygatunkowe mieszance z odpor-
noscig od N. alata do dalszych wielokrotnych krzyzowan wstecznych z odmianami
Virginii, takimi jak: Virginia Skroniowska 78, Virginia SCR i Wislica w celu otrzyma-
nia odmiany odpornej na TSWV w typie papierosowym jasnym. Prace te doprowadzity
to otrzymania odmiany Virginia ZG-4 nazwanej potem Wiktoria. Obecnie odmiany
Polalta i Wiktoria nie sa uprawiane ze wzgledu na niekorzystne cechy jakosciowe.

Moon iNicholson (21) opracowali markery molekularne sprzezone z odporno-
scig na TSWV u odmiany Polalta. W tym celu najpierw otrzymali pokolenia F iF,
pochodzace z krzyzowania tej odmiany z odmiang podatng — K326. Test inokulacji
wykonany na segregujgcej populacji F, potwierdzil, ze odporno$¢ jest warunkowana
przez jeden dominujacy gen, poniewaz stosunek osobnikéw odpornych do podat-
nych wynosit doktadnie 3:1. Natomiast linie podwojonych haploidow otrzymane
z mieszahcow F| zostaty poddane analizie polimorfizmu przy uzyciu metody AFLP
(z ang. amplified fragment length polymorphism). Zidentyfikowano 48 markerow
polimorficznych réznicujacych odporne i podatne linie podwojonych haploidéw.
Nastepnie wykorzystano 32 markery dajace powtarzalne wyniki do konstrukcji mapy
genetycznej, na ktorej wykryto sprzgzenie 25 z tych markeréw z odpornoscia na
TSWV. Wyniki amplifikacji 24 z nich r6znicowaly odmiany podatne i odporne, przy
czym byly one takie same dla odmian Polalta, Wiktora i N. alata. Cztery fragmenty
AFLP $cisle sprzezone z odpornoscia na TSWV przeksztatcono w markery SCAR
(z ang. sequence characterized amplified region), ktdrych zastosowanie w rutynowym
genotypowaniu materialdw hodowlanych jest znacznie latwiejsze w poréwnaniu
z AFLP, poniewaz wymagane jest wykonanie tylko jednej reakcji PCR i sprawdzenie
jej wyniku na zelu agarozowym.

Laskowska iin. (20) wykorzystali dwa z ww. markeréw SCAR do amplifikacji
obiektow kolekcyjnych, ktore byly rowniez wiaczone do testu inokulacji TSWV.
Wisrdd testowanych obiektow znajdowaly sie tez odmiany Polalta i Wiktoria. Wszyst-
kie rosliny odmiany Polalta wykazywatly reakcje nadwrazliwosci po inokulacji i am-
plifikowaty markery SCAR zwigzane z odpornoscig. Natomiast sposrod 19 badanych
ro$lin odmiany Wiktoria tylko cztery wykazaty reakcje nadwrazliwos$ci i amplifikowaty
te markery tak jak odmiana Polalta. Pozostale testowane rosliny odmiany Wiktoria
byly podatne i nie amplifikowaty tych markeréw. Wynik ten sugeruje, ze badana
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populacja roslin tej odmiany byta prawdopodobnie heterogeniczna, tj. sktadata si¢
z homozygot dominujacych i heterozygot wzgledem genu odpornosci oraz podat-
nych homozygot recesywnych. Jednak w pozniejszej publikacji Trojak-Goluch
i in. (28), nawiazujac do wyzej opisanych badan, biora pod uwage mozliwos¢, ze
odpornos¢ odmiany Wiktoria jest niestabilna, co sugeruje raczej problem z ekspresja
genu odpornosci. Alternatywnym wyjasnieniem moze by¢ losowa eliminacja intro-
gresji warunkujacej odporno$¢, np. w procesie gametogenezy. Potwierdzenie wyzej
wymienionych przypuszczen wymaga dodatkowych badan na temat dziedziczenia
lub ekspresji czynnikéw warunkujacych odporno$¢ odmiany Wiktoria.

Wykorzystanie odmiany Polalta w hodowli odmian odpornych na TSWV
w IUNG-PIB

Wykorzystanie odmiany Polalta w dalszej hodowli jako zrodta odpornosci jest dos¢
ograniczone, poniewaz mieszance F uzyskane z krzyzowania z innymi odmianami
tytoniu wykazuja szereg deformacji morfologicznych, ktore nie wystgpowaty u form
rodzicielskich. Na przyktad u mieszancow F, odmian Polalta i Wislica stwierdzono
kartowato$¢, guzy na kwiatostanach, liscie o anormalnym, wydtuzonym lub tasmo-
watym ksztatcie i grubych nerwach (19) (fot. 2 a,b).
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Fot. 2. Pokroj rosliny z odmiany Polalta (a) oraz mieszafica F, (Polalta x Wislica) (b)

Zrodto: D. Laskowska, zasoby wlasne



Osiggnigcia i wyzwania w hodowli tytoniu odpornego na TSWV... 41

Pojawianie si¢ podobnych deformacji u mieszancéw pochodzacych od odmiany
Polalta odnotowano tez w zagranicznych osrodkach naukowych (21, 22). Geny warun-
kujace powstawanie deformacji morfologicznych wydaja sie by¢ sprzezone z genem
odpornosci na TSWV. Dlatego trudno wyselekcjonowac z segregujacych populacji
ro$liny odporne bez deformacji morfologicznych. Na przyktad Moon i Nicholson
(21) wykonali krzyzowania wsteczne roslin F, (K326 x Polalta) do odmiany K326
w celu redukcji rozmiaréw introgresji, jednak wsrod 1080 roslin z pokolenia BC, nie
uzyskali osobnikéw odpornych o normalnym fenotypie.

W celu przetamania tego niekorzystnego sprzezenia Laskowska i Berbe¢ (19)
zastosowali metody hodowlane oparte na kulturach in vitro (takie jak androgeneza
i regeneracja podwojonych haploidow z fragmentéw walca osiowego), ktore sa
znane ze swojego mutagennego dziafania. Z pylnikow mieszanca F, (Polalta x Wi-
$lica) uzyskano w warunkach in vitro 400 ros$lin haploidalnych. Wiekszo$¢ z nich
wykazywalo powazne deformacje nie tylko w kulturach in vitro, ale i w pdzniejszym
okresie wzrostu. Po tescie inokulacji TSWV wykonanym w warunkach szklarniowych
wyselekcjonowano tylko 5 odpornych roslin bez deformacji. Nastepnie otrzymano
znich linie podwojonych haploidéw poprzez regeneracj¢ pedow z fragmentéw walca
osiowego w kulturach in vitro i samozapylenie ptodnych regenerantow. Do dalszych
badan wyselekcjonowano 3 linie (PW-833, PW-834, PW-900), z ktorych wszystkie
ros§liny wykazywaty reakcje nadwrazliwo$ci na TSWV i cechowaly si¢ najlepsza
morfologig. Otrzymano tez mieszance F, ww. linii PW z Wislicg. Udziat ro$lin od-
pornych i podatnych w potomstwie uzyskanym przez krzyzowanie wsteczne tych
mieszancow do Wislicy oraz w pokoleniu F, potwierdzit hipotez¢ o determinacji
cechy odpornosci przez jeden dominujacy gen. Po wzgledem cech morfologicznych
otrzymane linie PW przypominaty tyton ciemny, tj. byly zblizone do odmiany Polalta
(D. Laskowska — informacja ustna).

W kolejnych latach Trojak-Goluch i in. (27) wlaczyli wybrane linie PW do
analogicznie prowadzonego procesu hodowlanego, ktorego celem byto wprowadze-
nie cech tytoniu typu papierosowego jasnego oraz odpornosci na czarng zgnilizne
korzeni, ktora jest grozng choroba grzybowa powodowana przez Thielaviopsis
basicola (gatunek ostatnio sklasyfikowany jako Berkeleyomyces spp.). Linie ho-
dowlana PW-834 krzyzowano z linia WGL 3, ktora jest odporna na Th. basicola
oraz izogeniczna do odmiany Wislica. Pylniki ro$lin F, (WGL 3 x PW-834) poddano
androgenezie i otrzymano 242 ros$liny haploidalne, ktore sklonowano i wtgczono do
testow inokulacji przy uzyciu badanych patogenow. Tylko 24 haploidy wykazywaty
odpornos¢ na Th. basicola oraz TSWV. Z roslin tych uzyskano 15 linii podwojonych
haploidow (nazywanych dalej liniami DH), potwierdzono odpornos$¢ tych linii na
obydwa patogeny w szklarniowych testach inokulacji oraz oceniono ich morfologie
w doswiadczeniu polowym (28). Wyniki pokazuja skutecznos¢ eliminacji deformacji
morfologicznych w tym programie hodowlanym, poniewaz $redni stopien deformacji
nowych linii DH (ocenionych za pomoca 6-stopniowej skali) wahat si¢ pomigdzy
0,011 1,5, podczas gdy dla linii PW-834 wynosit on 2,1, a dla odmiany Polalta —4,3.



42 Grazyna Korbecka-Glinka

Zaobserwowano duzg zmienno$¢ mi¢dzy badanymi liniami w wysokosci ro$lin oraz
strukturze, kolorze i rozmiarach lisci. Wiekszo$¢ badanych linii DH charakteryzowata
si¢ statystycznie istotnie mniejszg wysokoscig roslin oraz liczbg i szerokos$cig lisci
w porownaniu z liniag WGL 3. Jednak do dalszych badan wybrano dwie linie DH
o fenotypie najbardziej zblizonym do tej linii rodzicielskie;j.

Do dalszych prac hodowlanych opracowano nowe markery molekularne, ktore
pozwolity nie tylko na selekcje osobnikéw homozygotycznych z dwoma kopiami
introgresji z populacji segregujacych, ale i na wykrycie rekombinantow w rejonie
introgresji (16). Wykonano sekwencjonowanie catych genomow N. tabacum, N. alata
1 odmiany Polalta oraz analize podobienstwa odczytow dla uzyskanych danych. W ge-
nomie Polalty zlokalizowano introgresje od N. alata, ktora jest zwigzana z odporno$cia
na TSWYV. Znajduje si¢ ona w rejonie grupy sprz¢zen nr 7 i odpowiada odcinkowi
0-40 cM u N. tabacum. Otrzymane sekwencje N. tabacum i N. alata z tego rejonu
chromosomowego pozwolity na zaprojektowanie gatunkowo specyficznych starteréw
PCR. Tak uzyskane markery zastosowano do genotypowania segregujacej populacji
F, otrzymanej z krzyzowania wybranych linii DH z WAC 121D7 (wysokoplenng
odmiang tytoniu papierosowego jasnego). Wsrod 1550 roslin F, zidentyfikowano
15,5% homozygot z dwoma kopiami introgresji od N. alata, 51,2% heterozygot oraz
33,1% homozygot bez introgresji. W analizie morfologicznej stwierdzono deformacje
morfologiczne niektorych roslin dotyczace gtdéwnie unerwienia lisci (grube i nieregu-
larne nerwy li§ci). Znacznie rzadziej rejestrowano nienormalny ksztatt lisci (waskie
lub tasmowate liscie). W przyblizeniu polowa homozygot z introgresja i heterozygot
wykazywala ww. deformacje. Natomiast wsrod homozygot bez introgresji problemy
z morfologia byly rzadsze, bo dotyczyly tylko 26% roslin. Wynik ten wskazuje na
to, ze badana introgresja jest czesciowo odpowiedzialna za powstawanie deformacji
morfologicznych u form mieszancowych otrzymanych w tym programie hodowlanym.
Zmniejszenie rozmiardw tej introgresji w celu eliminacji niekorzystnych sprze¢zen
genu odpornosci na TSWYV z genami wpltywajacymi na fenotyp, w przypadku metod
konwencjonalnych, wymaga otrzymania rekombinantow. Niestety frekwencja rekom-
binacji w tych materiatach hodowlanych jest do$¢ niska (w wyzej opisanej populacji
F, frekwencja ta wynosita 0,2%), co jest prawdopodobnie efektem niskiej homologii
rejondw chromosomowych pochodzacych od N. alata i N. tabacum. Problem ten
stanowi najwicksze wyzwanie dla hodowli tytoniu ukierunkowanej na odpornos¢ na
TSWYV. Rozwo6j metod molekularnych pozwalajacych na genotypowanie wielu ty-
siecy roslin i coraz tansze sekwencjonowanie genomow daje nadziej¢ na otrzymanie
pozadanych rekombinantéw w przysztosci.

Podsumowanie
Hodowla tytoniu ukierunkowana na odporno$¢ na TSWV wykorzystuje jako zrodto

odporno$ci gtownie gatunek N. alata oraz odmiane¢ Polalta, do ktérej przeniesiono
odporno$¢ od tego gatunku. Odmiana Polalta nie jest uprawiana ze wzgledu na nieko-
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rzystne cechy jakoSciowe, a jej wykorzystanie w hodowli jest utrudnione, poniewaz
krzyzowanie z innymi odmianami tytoniu prowadzi do deformacji morfologicznych
mieszancow F,. Dotychczasowa hodowla realizowana w IUNG-PIB doprowadzita do
zmniejszenia zaawansowania deformacji morfologicznych otrzymanych linii hodow-
lanych. Jednak catkowite wyeliminowanie tych probleméw fenotypowych przy uzyciu
konwencjonalnych metod jest utrudnione ze wzgledu na niekorzystne sprzezenie
genow, ktore je warunkuja z genami odpornosci na TSWV w obrgbie introgresji od
N. alata oraz niska czesto$¢ rekombinacji w tym rejonie chromosomowym. Rozwoj
metod molekularnych pozwalajacych na masowe genotypowanie i sekwencjonowanie
ro$lin moze pomoc w uzyskaniu pozadanych rekombinantow w przysztosci.
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ODPORNOSC TYTONIU NA WIRUSA Y ZIEMNIAKA
I PRACE HODOWLANE PROWADZONE W KIERUNKU UZYSKANIA
FORM ODPORNYCH*

Stowa kluczowe: Nicotiana tabacum, PVY, geny odpornosci, transformacja genetyczna

Wstep

Tyton szlachetny (Nicotiana tabacum L.) to wazny przemystowy gatunek pocho-
dzacy pierwotnie z terenu Ameryki Poludniowej. Do Europy zostat przywieziony
przez Krzysztofa Kolumba, a do Polski trafit w XVI wieku z Turcji. Rozwdj uprawy
tytoniu w Polsce nastgpil juz w XVII wieku za sprawa umowy, w mysl ktorej krol
Jan III Sobieski zobowigzat si¢ dostarczy¢ tyton krolowi Francji Ludwikowi X1V (4),
a nastgpnie po powotaniu w 1922 r. Polskiego Monopolu Tytoniowego (6).

Tyton uprawiany jest obecnie w blisko 100 krajach §wiata, m.in. w Polsce. Naj-
wiecej tytoniu uprawia si¢ w krajach Azji oraz Ameryki Potudniowej i Péinocnej,
a znaczaco mniej w Europie. Uprawa tytoniu w Polsce stanowi wazng gataz produkcji
roslinnej zapewniajacg dochodowo$¢ gospodarstw w rejonach ze stabymi glebami (4).
W ostatnich latach, po zaprzestaniu doptat do produkcji tytoniu, cze$¢ producentdw
zrezygnowala z uprawy. Mimo to dla znacznej grupy plantatoréw uprawa tytoniu jest
jedynym zrédtem dochodu. W zwigzku z tym istnieje potrzeba, by uzyskiwac¢ odmiany
tytoniu o coraz lepszych cechach jakosciowych, jak i odporno$ciowych.

Jako$¢ plonu zalezy od wielu czynnikéw, w tym od odpornosci na patogeny
powodujace choroby. Sprawcami chorob tytoniu sg bakterie, grzyby i wirusy. Duze
zagrozenie stanowig réwniez owady bedace szkodnikami, jak réwniez wektorami
przenoszacymi choroby wirusowe. Sprawcami choréb bakteryjnych tytoniu sg Pseu-
domonas syringae 1 Pseudomonas angulata. Gtownym zrodlem zakazenia roslin

*Opracowanie wykonano w ramach zadania 6.3 pt. ,,Upowszechnianie wiedzy o wynikach uzyski-
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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w polu tymi bakteriami jest chora rozsada, dlatego bardzo wazne sg odpowiednie
zabiegi profilaktyczne na etapie produkcji rozsady, poprzez stosowanie odkazonych
nasion, wolnego od patogenow podioza, jak tez odkazanie narzedzi. Choroby grzybowe
wywotywane sg przez wiele patogendw (m.in.: Thielaviopsis basicola, Rhizoctonia
solani, Sclerotinia sclerotiorum, Alternaria alternata i inne). W celu uniknigcia
zakazenia nalezy stosowac odpowiednia profilaktyke i agrotechnike, a w przypadku
porazenia mozliwe jest zastosowanie fungicydéow. Choroby wirusowe stanowia duzy
problem w uprawie tytoniu, gdyz ochrona chemiczna czg¢sto jest nieskuteczna i ogra-
nicza si¢ jedynie do zmniejszenia populacji wektora, ale nie zapobiega rozwojowi
infekcji wywotanej wirusem.

Charakterystyka PVY i reakcje roslin na infekcje

Szczegolnie duze zagrozenie powodujace znaczne straty ekonomiczne w uprawie
tytoniu w Polsce i na $§wiecie stanowi wirus Y ziemniaka (PVY, ang. Potato virus Y) na-
lezacy do rodzaju Potyvirus i wywolujacy brunatng nekroze nerwow (70). Uszkodzenie
nerwow skutkuje zahamowaniem transportu wody i soli mineralnych do tkanek lisci,
a zmiany chorobowe blaszki lisciowej w postaci plam chlorotycznych i nekrotycz-
nych ograniczajg powierzchnig i zdolno$¢ asymilacyjng oraz wymiang gazowa roslin
(rys. 1). Prowadzi to do zahamowania wzrostu roslin, a niekiedy do ich catkowitego
zamierania (85). Ponadto PVY powoduje wzrost zawarto$ci azotanow w lisciach, co
pogarsza jako$¢ wysuszonego surowca (82). Wirus ten przenoszony jest przez mszyce
W sposob nietrwaty (15), co uniemozliwia skuteczng ochrong chemiczng.

Wazna cecha PVY jest jego zrdéznicowanie i zdolno$¢ do rekombinacji (37, 65).
Na podstawie objawdw chorobowych na ziemniaku i tytoniu, jak réwniez badan
serologicznych i molekularnych, wyodrebniono trzy gtowne grupy tego wirusa.
Szczep PVY© wystepuje powszechnie i powoduje glownie mozaikowe przebarwienia
u wiekszosci odmian ziemniaka i podobne zmiany chorobowe w odmianach tytoniu
(39). Szczep PVY© powoduje smugowatos¢ u odmian ziemniaka posiadajacych gen
Nc i nienekrotyczne objawy na tytoniu (31). Trzecig grupe stanowig izolaty PVYN
powodujace nekrozy nerwow lisci tytoniu. Ze wzgledu na zréznicowane objawy cho-
robowe na ziemniaku izolaty te podzielono na izolaty PVYNW, ktore powoduja stabe
objawy mozaiki na liciach ziemniaka oraz PVYN™, ktore prowadza do powstania
nekrozy bulw (13, 49).

W uprawie tytoniu najwicksze zagrozenie stanowig izolaty PVY™, ktore nie tylko
powoduja nekrozy nerwow, ale rowniez majg zdolnos¢ do przetamywania istniejacych
zrodet odpornosci (46). W celu ochrony roslin konieczne jest zatem prowadzenie prac
hodowlanych w kierunku podniesienia odpornosci na wirusa Y ziemniaka. Jest to
mozliwe poprzez znajomos$¢ mechanizmoéw obronnych roslin, poszukiwanie zrodet
odpornosci i przenoszenie genéw odpornosci w wyniku krzyzowania miedzyodmia-
nowego 1 miedzygatunkowego, a takze z zastosowaniem inzynierii genetycznej.
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Rys. 1. Objawy chorobowe w postaci nekroz nerwow i plam chlorotycznych na tytoniu spowodowane

porazeniem przez PVY

Zrodlo: A. Depta

Zakazenie rosliny przez wirusa wymaga szeregu zgodnych interakcji pomiedzy
czynnikami gospodarza i wirusa w ramach ztozonego, wieloetapowego procesu, ktory
obejmuje ekspresje 1 replikacje genomu wirusowego oraz przemieszczanie si¢ go
zaréwno miedzy komoérkami, jak i poprzez uktad naczyniowy rosliny (22). Reakcja
odpornosciowa roslin na infekcje wirusowa moze by¢ zréznicowana. Catkowita od-
porno$¢ zwana immunig uniemozliwia replikacje wirusa, za$ czgsciowa — ogranicza
przemieszczanie si¢ wirusa z komorki do komorki i w ten sposob chroni jg przed
infekcja systemiczng. W wyniku infekcji wirusowej podatna roslina wykazuje silne
objawy chorobowe, ktdre moga doprowadzi¢ do jej zamierania. Natomiast stabe ob-
jawy lub ich brak przy jednoczesnej obecnosci wirusa w tkankach rosliny sg objawem
reakcji okreslanej jako tolerancja (14, 62).

Mechanizmy reakcji odporno$ciowej sa warunkowane genetycznie i moga za nig
odpowiada¢ zarowno geny dominujgce, jak i recesywne, przy czym odporno$¢ na
wirusy z rodziny Potyviridae czgSciej warunkowana jest genami recesywnymi niz
w przypadku odporno$ci na wirusy nalezace do innych rodzin (22). Genom PVY
zbudowany jest z pojedynczej, sensownej nici RNA o dlugosci 9700 nukleotydow. Na
koncu 5’ czasteczki RNA znajduje si¢ biatko VPg (ang. Veinal Protein genome linked),
za$ koniec 3’ jest poliadenylowany (67, 80). Catos¢ otoczona jest biatkowym ptasz-
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czem (CP, ang. coat protein). Po wniknieciu do komorki gospodarza wirus w pierw-
szej kolejnosci wytwarza poliproteing, ktora podlega w dalszym etapie proteolizie
i w ten sposob powstaja aktywne biatka wirusowe (36). Badania wykazaty, ze wi-
rusowe biatko VPg wchodzi w interakcje z eukariotycznym czynnikiem inicjacji
translacji elF4E i jego formami izomerycznymi (87, 66). Czynniki inicjacji translacji
s istotnymi sktadnikami komorki kodowanymi przez matg rodzing wielogenowa,
ktora wigze si¢ ze strukturg czapeczki mRNA na koncu 5’wigkszosci mRNA. Biatko
VPg wirusa moze oddziatywac z elF4E, nasladujac strukture czapeczki 5 mRNA
i w ten sposob infekowac rosline (7).

Prace hodowlane wykorzystujace rézne zrodia odpornosci na PVY

Odpornos$é w obrebie gatunku Nicotiana tabacum

Gatunek Nicotiana tabacum L. obejmuje duzg liczbe odmian i linii hodowlanych
o zroznicowanej odporno$ci na PVY, przy czym zadna odmiana nie wykazuje petnej
immunii na wszystkie szczepy tego wirusa. Podatno$¢ wielu uprawianych komercyjnie
odmian tytoniu na nekrotyczne szczepy wirusa Y ziemniaka sprawita, ze konieczne
byly prace hodowlane nad poprawa tej odpornosci. Jedna z pierwszych metod byto
naswietlanie nasion podatnej odmiany Virgin A promieniami Rentgena, dzi¢ki cze-
mu uzyskano mutanty odporne na PVY (VAM, Virgin A Mutant) (42). Nastepnie
w wyniku prowadzonej hodowli uzyskano wiele odmian o zwigkszonej odporno$ci na
PVY. W tym celu zastosowano zardwno przeniesienie uzyskanej odpornosci na drodze
klasycznej hybrydyzacji, jak i wykorzystywano metody selekcji masowej. Odmiana
TN 86 posiada odpornos¢ pochodzaca od odmiany VAM (58), natomiast niemiecka
odmiana Virginia SCR powstata w wyniku masowej selekcji z odmiany VN1 (12). Na
bazie odmiany Virginia SCR powstata tez odmiana Perevi (60). Nalezaca do tytoniu
ciemnego odmiana PBD6 okreslana jest jako efekt selekcji form mieszancowych
uzyskanych z krzyzowania odpornej na PVY odmiany Paraguay P48 z Bel 61-10 (24).
Polska odmiana Wislica zostata uzyskana w wyniku klasycznej hodowli krzyzowkowe;j
pomiedzy polska linig hodowlang a odmiang amerykanska (45).

Odpornos$¢ na wirusa Y ziemniaka obecna w odmianie VAM, jak rowniez w innych
wymienionych powyzej odmianach warunkowana jest przez pojedynczy recesywny
gen va zlokalizowany na chromosomie 21 (25). Szczegotowe badania molekularne
RAPD (ang. Randomly Amplified Polymorfic DNA) na liniach izogenicznych roznig-
cych si¢ jedynie podatno$cig na PVY pozwolity stwierdzi¢, ze w odmianie VAM od-
porno$¢ ta spowodowana jest delecja o wielkosci ok. 1 Mb w locus Va warunkujacym
podatno$¢ na PVY (59). Badania z uzyciem japonskiego izolatu PVY-T wykazaly,
ze istniejg trzy alleliczne formy genu va: va, val i va2 (89), ktorych skutecznos¢
w stosunku do PVY jest zroznicowana. Acosta-Leal i Xiong (1) stwierdzili, ze
odpornos¢ w odmianie VAM sklada si¢ w rzeczywistosci z dwdch genow recesyw-
nych: val i va2. Pierwszy z nich ogranicza przemieszczanie si¢ wirusa z komorki do
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komorki, a drugi ogranicza akumulacje wirusa. Dlatego tez odpornos¢ tej odmiany
jest do$¢ wysoka. Odmiany TN 86 i Wislica posiadaja stabszy allel val (84), za$
odmiany V. SCR i PBD6 maja allel va2, ktéry stanowi najmniejsza ochrone przed
PVY (2, 46). Zostato to potwierdzone szeregiem badan odpornosciowych przy uzyciu
izolatow PVY o zréznicowanej zjadliwosci (41, 57, 28, 45, 20).

Szczegolowe badania Julio iin. (41) z zastosowaniem sekwencjonowania nowej
generacji pozwolity dokona¢ analizy transkryptomoéw 12 wsobnych linii rekombinacyj-
nych (RILS) pokolenia F., ktore segregowaly pod wzgledem odpornoscina PVY. Po-
przez poréwnanie z referencyjnymi transkryptomami zidentyfikowano geny rdzniace
si¢ ekspresja w roslinach podatnych i odpornych. Wsrod wyselekcjonowanych okoto
30 kandydatow do sekwencjonowania znajdowat si¢ eukriotyczny czynnik inicjacji
translacji (elF4E), ktory wykazywat silng ekspresje tylko w podatnych odmianach.
Gen e/F4E zostal zmapowany na chromosomie 21 i korespondowat on do izoformy
elF4E pochodzacej od gatunku rodzicielskiego N. sylvestris. Badania te obejmowaty
réwniez inokulacje 163 obiektow Nicotiana tabacum izolatem PVYYN oraz analize
tych roslin pod katem obecnosci markeréw molekularnych, w tym markera S10760,
ktory zwigzany byt z eukariotycznym czynnikiem inicjacji translacji (elF4E). Obiek-
ty wykazujace objawy chorobowe amplifikowaly wszystkie uzyte markery, w tym
S10760. Natomiast wsrdd obiektow uznanych za odporne na PVY zaobserwowano
pewne zroznicowanie. Dwadzie$cia osiem nie amplifikowato Zadnego markera, co
moze wskazywa¢ na duza delecje w obrebie badanego genu. Cztery odmiany nie
amplifikowaly markera S10760, ale amplifikowaty pozostate markery, co moze $wiad-
czy¢ o mniejszej delecji. Natomiast 13 odmian uznanych za odporne amplifikowato
wszystkie uzyte markery. Zastosowanie sekwencjonowania pozwolito stwierdzic,
ze posiadaja one jedynie delecje obejmujaca 2 pary zasad w pozycji 478-479 (41).
Tak zréznicowane wyniki w obrebie odmian odpornych byly podstawg do dalszych
badan nad trwatoscig odpornosci typu va (57). Sposrod obiektow badanych wczesniej
przez Julio iin. (41) wytypowano do dalszych badan cztery grupy, ktore r6znity si¢
wielkos$cig delecji oraz zastosowano 9 izolatow PVY o zréznicowanej zjadliwosci.
Grupa pierwsza (LD, ang. Large Deletion) obejmowata odmiany: VAM, Wislica, TN86
i PBD6, posiadajace duza delecje na chromosomie 21. Grupa druga (SD, ang. Small
Deletion) to odmiany takie jak: Elka245, Littre C, Philippin i Wika, ktoére miaty
mniejszg delecje na chromosomie 21. Trzecia grupa (FS, ang. Frameshift) to odmia-
ny: Burley DC, Semoy i Skro.L56, ktore posiadaty delecj¢ o wielkosci dwoch par
zasad w obrgbie genu e/F4E-1, w wyniku czego nastgpito skrocenie C-koncowego
odcinka biatka liczacego 163 aminokwasy. Czwartg grupe stanowity mutanty (EMS-1
i EMS-2) otrzymane po zastosowaniu metanosulfonianu etylu, u ktoérych nastapito
C-koncowe skrocenie biatka zawierajacego odpowiednio 50 lub 53 aminokwasy.
Wyniki badan przeprowadzonych przez Michela iin. (57) wykazaty zroznicowana
reakcje na PVY w zaleznosci od wielkosci delecji. Najwyzszg odpornoscia charakte-
ryzowata si¢ odmiana VAM, a nieco mniejsza TN86 i Wislica. Najstabsza odpornosé
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sposrdéd odmian z grupy LD posiadata odmiana PBD6. Obiekty z pozostatych trzech
grup odznaczaly si¢ znacznie mniejszg odpornoscig na PVY. Wyniki przedstawione
powyzej sa spojne z wynikami innych autoréw (20, 28, 45, 83). Badania odpornosci
pieciu odmian (VAM, Wislica, TN86, V. SCR, PBD6) prowadzono w ramach dzia-
falno$ci migdzynarodowej organizacji CORESTA zaréwno w warunkach polowych
w 13 krajach $wiata (Wegry, Kolumbia, Szwajcaria, Polska, Niemcy, Francja, Ma-
cedonia, Wtochy, Zimbabwe, Chiny, Iran, Chorwacja i Korea Pid.) (83), jak rowniez
w warunkach szklarniowych, gdzie zastosowano metodg inokulacji z wykorzystaniem
29 izolatow PVY nalezacych do grup PVYNW i PVYNN | pozyskanych z plantacji tyto-
niowych w Polsce (28). Uzyskane wyniki wskazuja, ze najwigksza odpornoscig charak-
teryzowala si¢ odmiana VAM, a nastepnie Wislica i TN86, natomiast najgorzej wypadty
odmiany PBD61 V. SCR. Ocena odpornosci tego samego zestawu odmian za pomocg
inokulacji w warunkach szklarniowych wraz z analizg molekularng odpornos$ci przy
uzyciu markera S10760 (51) zostata wykonana przez Korbeckg-Glinke iin. (45).
W badaniach tych wykorzystano 10 izolatéw PVY pochodzacych z Polski i Niemiec,
ktore zostaty réwniez szczegdtowo scharakteryzowane pod wzglgdem molekularnym.
Uzyskane wyniki sg podobne do otrzymanych przez Doroszewska i Czubacka
(28). Nieco szersze badania z uzyciem 25 odmian, w tym 17 polskich, przeprowa-
dzita Depta iin. (20). Na podstawie badan molekularnych z wykorzystaniem dwoch
primeréw opisanych przez Julio i in. (41) oraz Sierro i in. (72) zidentyfikowano
16 odmian z odpornoscia typu va. Inokulacja czterema izolatami PVY pozwolita
oceni¢ trwatos¢ tej odpornosci dla badanych obiektow. Najwyzsza odpornos¢ wyka-
zata odmiana VAM, cho¢ zostata ona porazona dwoma izolatami, reagujac nekroza
nerwéw. Odpornos¢ na jeden z czterech uzytych izolatow obserwowano u szesciu
odmian, w tym Wislicy i V. SCR. Pozostale odmiany posiadajgce recesywny gen va
zareagowaly nekrozami nerwow na wszystkie zastosowane izolaty (20).

Wyniki uzyskane przez Michela i in. (57) wskazuja, ze trwato$¢ odpornosci na
PVY zalezy od typu mutacji w obrebie genu elF'4E-1, pochodzacego od N. sylvestris,
oraz w wyniku dziatania dodatkowych genow. Analiza genetyczna i transkryptomiczna
wykazata obecno$¢ na chromosomie 14 genéw pochodzacych od N. tomentosiformis:
elF4E-2, elF4E-3 i elF4E-4. Dodatkowo na chromosomie 17, ktory ulegt rearanzacji
pomiedzy genomami gatunkow rodzicielskich, wystepuje gen elF'4E-5 pochodzacy
od N. sylvestris oraz elF4E-6 pochodzacy od N. tomentosiformis.

Odporno$¢ na PVY warunkowana genami recesywnymi jest w zasadzie mecha-
nizmem polegajacym na utracie podatnosci spowodowanej brakiem mozliwos$ci in-
terakcji biatka VPg z czynnikiem inicjacji translacji e/F4E (81). Delecja catego genu
elF4E-1,jak w przypadku odmiany VAM, gwarantuje najwyzszg odporno$¢. Nastepuje
wowczas nadekspresja genu elF'4E-2, z ktérym wirus tworzy niefunkcjonalne pola-
czenia. Nadekspresja tego genu moze by¢ dodatkowo wzmocniona, gdy brakuje genu
elFF4E-3, awystepuje hybryda e/F4E*3. Przedstawiona powyzej odpornos¢ typu va nie
gwarantuje pelnej immunii na wszystkie szczepy PVY, gdyz wirus ten jest w stanie
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przetamac t¢ odporno$¢. Mechanizm przetamywania odpornosci polega na zamianach
aminokwasOw w centralnej czesci biatka VPg wirusa. Mutacje obejmuja zamiang
seryny na glicyne w pozycji 101, a takze lizyny na treoning lub kwas glutaminowy
w pozycji 105 (48, 53, 65). Zmiany w obrebie biatka VPg izolatéw przetamujgcych
odporno$¢ pozwalaja potaczy¢ si¢ wirusowi z innym biatkiem kodowanym przez
geny z grupy elF4E (57).

Odporno$¢ warunkowana recesywnym genem va jest powszechnie wykorzysty-
wana w hodowli odmian tytoniu i stanowi ochrong przed najczesciej wystepujacymi
izolatami PVY. Jednocze$nie uprawa odmian odpornych sprawita, ze zwigkszyta si¢
liczba izolatéw przetamujgcych odporno$é typu va, szczegdlnie z grupy PVYNN (46,
47, 83).

Duze zagrozenie ze strony izolatow przetamujgcych odpornosé typu va powoduje,
ze konieczne jest poszukiwanie innych zrodet odpornosci. W badaniach Julio iin. (41)
zidentyfikowano 10 obiektow, ktore nie wykazaly nekroz nerwow na uzyty izolat PVY,
a jedynie mozaikowe przebarwienia i nie posiadaty recesywnego genu va. Badania
serologiczne wykazaly obecno$¢ wirusa w tkance roslin. Szczegotowe badania nad
tymi obiektami podjat Michel iin. (56) i wykazal, Ze istnieje mechanizm niezalezny
od genu va i jest on spowodowany mutacjg w obrgbie genu NtTPN1 (ang. Nicotiana
tabacum Tolerance to PVY induced Necrosisl) wystepujacego na chromosomie 13
1zwigzanego z domeng zawierajaca powtorzenia bogate w leucyne (LRR, ang. Leucine
— rich repeat). Mutacja ta polega na zamianie glicyny w argining w pozycji 497. Do-
mena LRR wystepuje u roslin w cytoplazmie w bliskim sgsiedztwie btony komorkowe;j
1 zwigzana jest z reakcja odpornosciowq rosliny na atak patogenu. Odpowiedzialne
za odpornos¢ geny R moga dziata¢ protekcyjnie na konkretny patogen lub petnié
role tzw. straznika, ktory wykrywa przylaczenie czynnika wirulencji do czasteczki
docelowej i uruchamia reakcje odpornosciowa (74). Zmiany w obrebie genu N¢TPN
polegajace na braku nekroz sugeruja, ze reakcja nekrotyczna na PVYN moze by¢
molekularnie i funkcjonalnie podobna do reakcji nadwrazliwosci zaleznej od genu
R. W tym modelu objawy nekrozy nerwdéw bytyby konsekwencja specyficznej dla
tkanki naczyniowej reakcji obronnej zwigzanej z indukcja programowanej §mierci
komorki (PCD). Indukowana przez PVY™ nekroza nerwéw moze byé uwazana za
rodzaj reakcji nadwrazliwo$ci (HR), ale niezdolnej do ograniczenia infekcji wirusowej
miejscowo, tak jak ma to miejsce w przypadku typowej reakcji nadwrazliwosci (HR),
ale prowadzi do porazenia systemicznego (56). Prezentowany powyzej mechanizm
odporno$ci nosi nazwe tolerancji, gdyz jedynie tagodzi objawy powodowane przez
patogen, ale nie hamuje replikacji, przez co wirus jest obecny w ro§linie i stanowi
zrddto infekeji. Pie¢ odmian tolerancyjnych (Zamojska 4, Virginia 278, Virginia Gold
Dollar, LB Koro i Ztotolistny IHAR) stwierdzono réwniez w badaniach Depty i in.
(20) w obrebie badanych 25 odmian tytoniu. Odmiany te po inokulacji czterema izo-
latami PVY, o zréznicowanej zjadliwosci, reagowaty jedynie przejasnieniami nerwow
1 plamami chlorotycznymi. Nie wystapity nekrozy nerwdw, cho¢ testy DAS-ELISA
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potwierdzily obecnos¢ PVY w tkance roslinnej. Badania molekularne wykazaty
obecnos¢ genu podatnosci Va. Cecha tolerancji moze by¢ alternatywa w programach
hodowlanych dla odpornosci typu va, ktora jest przetamywana przez zjadliwe izo-
laty PVY. Odmiany tolerancyjne, co prawda, wykazuja stabe objawy chorobowe
i zawieraja wirusa w soku komoérkowym, ale ich wzrost i rozwdj jest prawidtowy, co
zapewnia uzyskanie odpowiedniego plonu lisci. W obrebie badanych przez Depte
i in. (20) odmian uzyskano rowniez ciekawe wyniki dla odmiany Wegierski Ogro-
dowy, ktora pod wzgledem molekularnym amplifikowata gen podatnosci Va, ale
w zréznicowany sposob zareagowata na zastosowane izolaty PVY. Izolat staby IUNG
23 nie spowodowal porazenia. Nie zaobserwowano objawoéw chorobowych, a testy
DAS-ELISA nie wykazaly obecnosci wirusa w soku komorkowym. Izolat okreslony
jako $redni, [IUNG 17, wywotat stabe objawy w postaci przejasnien nerwow i plam
chlorotycznych, a obecnos$¢ wirusa w badanych roslinach zostata potwierdzona sero-
logicznie. Dwa izolaty uwazane za silne spowodowaty wystapienie nekroz nerwow.
Tak zréznicowana reakcja odpornosciowa odmiany Wegierski Ogrodowy na PVY
wskazuje na mozliwo$¢ posiadania innego rodzaju odpornosci niz pozostate odmiany.
Sa to wskazania dla dalszych, bardziej szczegélowych badan celem ewentualnego
wykorzystania tej odpornosci w programach hodowlanych.

Odpornos$é pochodzaca od dzikich gatunkéw z rodzaju Nicotiana

Rodzaj Nicotiana nalezy do rodziny Solanaceae i obejmuje ponad 70 gatunkow,
w tym Nicotiana tabacum. Jest on bardzo zréznicowany pod wzgledem morfologii,
cytogenetyki i sktadu chemicznego, a takze pod katem odpornosci na patogeny (29).
Badania odpornosci gatunkéw Nicotiana prowadzono w Instytucie Uprawy Nawo-
zenia i Gleboznawstwa w Putawach juz w latach 70. XX wieku. Ponadto Sievert
(73) przebadat 62 gatunki przy uzyciu dwoch izolatow PVY, sposrod ktorych 11 ga-
tunkow uznat za immunne: N. benavidesii, N. glauca, N. knightiana, N. miersii,
N. noctiflora, N. otophora, N. raimondii, N. thyrsiflora, N. tomentosa, N. tomentosi-
formis i N. wigandioides. Badania Gtazewskiej (38), przy uzyciu dwoch szczepow:
PVYNiPVYMN, wykazaly nieco inng reakcje badanych gatunkow. Gatunki, ktore po-
zostaly odporne na zastosowane izolaty to: N. benavidesii, N. glauca, N. knightiana,
N. noctiflora, N. otophora i N. raimondii. W wyniku zastosowania amerykanskich
izolatow PVY (YMM, YMN i YNN) w badaniach 40 gatunkéw Nicotiana stwierdzono
5 (N. benavidesii, N. glauca, N. raimondii, N. tomentosiformis i N. wigandioides),
ktore okazaly si¢ odporne na te izolaty (9). Badania dzikich gatunkoéw Nicotiana
zuwzglednieniem trzech izolatow nekrotycznych: PVYN, PVYN4, PVYNN wykazaly, ze
reakcja odpornosciowa niektorych gatunkow zalezy od uzytego izolatu. (32). Zmienna
w porownaniu z poprzednimi badaniami byta tez liczba testowanych gatunkow, co byto
spowodowane m.in. wlgczaniem do rodzaju Nicotiana nowych gatunkow, takich jak
N. africana (55) 1 N. mutabilis (76) i dodaniem ich do kolekcji IUNG.
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Szczegolowe badania nad odporno$cia dzikich gatunkdéw Nicotiana na wirusa Y
ziemniaka wykonano przy uzyciu szesciu izolatow PVY, ktore nalezaty do trzech
grup: PVYNW, PVYM i PVYNN byly zroznicowane serologicznie oraz pod wzgledem
zdolnosci przetamywania ré6znych zrodet odpornosci (30). Uzyskane wyniki wykazaty
r6zna reakcje, ktora zalezata zarowno od gatunku, jak i uzytego izolatu PVY. W obrebie
rodzaju Nicotiana najwigcej gatunkow z wysoka odpornoscig na PVY nalezato do
sekcji Paniculatae. Nicotiana raimondii, N. knightiana w formie di- i tetraploidalnej
oraz tetraploidalna forma N. glauca wykazaty odpornos$¢ na wszystkie badane izola-
ty. W przypadku diploidalnej formy N. glauca nie wystapity objawy chorobowe, ale
testy DAS-ELISA wykazaly obecnos¢ wirusa w roslinach zakazanych sokiem PVY™N,
Izolat PVY™ porazit rowniez N. benavidesii w postaci chlorotycznych pierécieni. Na
pozostate izolaty gatunek ten byt odporny (30). Prace nad wykorzystaniem odpornosci
w hodowli prowadzit Berbe¢ (5), ktéry wykonat krzyzowanie tytoniu uprawnego
(N. tabacum 2n = 48) z trzema gatunkami sekcji Paniculatae (2n = 24): N. benavi-
desii, N. knightiana i N. raimondii. Formy mieszancowe N. knightiana x N. tabacum
i N. raimondii x N. tabacum wytwarzaly prawie catkowicie niezywotny pylek, co
wynikato z niestabilno$ci cytogenetycznej. Czgsciowo ptodne formy seskwidiploidane
uzyskano w wyniku krzyzowania tetraploidalnej formy Nicotiana tabacum cv. BP 210
z N. benavidesii. Stanowity one komponent mateczny do krzyzowania wstecznego
z tytoniem uprawnym. W uzyskanych z samozapylenia w dalszych etapach hodowli
linie mieszancowe przejawiaty odporno$¢ na PVY (3). Badania Doroszewskiej
i Depty (30) wykazaty, ze wysoka odpornos¢ na trzy z szesciu badanych izolatow
posiadaty N. solanifolia, N. cordifolia, N. otophora, N. setchelii i N. petunioides. Po-
zostate izolaty PVY w przypadku tych gatunkéw powodowaty wystapienie stabych
objawow chorobowych, gldwnie przejasnien nerwdéw i plam chlorotycznych, cho¢
wirus byt obecny w roslinie, co potwierdzono testem DAS-ELISA. Zréznicowanie
odpornosci wykazano w obrebie badanych odmian gatunku N. rustica. Odporna na
trzy izolaty byla odmiana N. rustica var. brasilia, na dwa izolaty — N. rustica var.
pumila, a na jeden — N. rustica var. neuchestii. Pozostale odmiany N. rustica zostaly
porazone wszystkimi izolatami PV, ale objawy miaty charakter tolerancji. Natomiast
u wszystkich 9 badanych odmian botanicznych N. tabacum wystapita nekroza ner-
wow, co $wiadczy o ich silnej podatnosci na PVY. Nekrozy nerwow, po zastosowaniu
wszystkich izolatow, wystapily tez u gatunku N. repanda. Wyniki badan wskazuja, ze
az 26 gatunkdw wykazuje na wszystkie uzyte izolaty jedynie cechy tolerancji w postaci
przejasnien nerwow, plam i pierscieni chlorotycznych oraz deformacji i przebarwien
mozaikowych (30). Gatunek Nicotiana mutabilis oraz gatunki pokrewne — N. alata
i N. forgetiana — byly przedmiotem dalszych badan Depty iin. (19). Uzycie dwoch
izolatdéw PVY o zréznicowanej zjadliwosci wykazato, ze gatunki te nie reaguja nekroza
nerwow, co moze swiadczy¢ o ich tolerancji. U N. mutabilis i N. alata wystapity jedynie
przejasnienia nerwow, zas gatunek N. forgetiana posiadat dodatkowo pomarszczone
liscie i objawy mozaikowe. Wykonane badania molekularne pozwolity stwierdzic, ze
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nie amplifikujg one markera Nsyl-elF4E1, ktory jest zwigzany z genem podatnosci Va
na PVY. Tolerancja w obrebie tych dzikich gatunkéw Nicotiana roézni si¢ zatem od
tolerancji odmian uprawnych N. tabacum, ktére amplifikowaty ten marker (20, 56).

Sposrod wszystkich badanych obiektéw nalezacych do rodzaju Nicotiana na
szczegblng uwage zashuguje gatunek Nicotiana africana, ktéry wykazat catkowitg
immuni¢ na wszystkie badane izolaty (28, 30, 31, 52). Gatunek ten nalezy do sekcji
Suaveolentes 1 posiada 46 chromosomow. Jest to wolno rosnacy krzew o biatych kwia-
tach osiggajacy wysoko$¢ od 1 do 1,5 m. W warunkach naturalnych wystepuje jedynie
w Afryce, gdzie preferuje miejsca zacienione i skaliste (29). Gatunek ten jest odlegly
filogenetycznie od N. tabacum, co skutkuje problemami w uzyskaniu mieszancéw
migdzygatunkowych. Bariery krzyzowalno$ci w mieszancu N. tabacum x N. africana
obejmujg zamieranie siewek mieszancowych w wyniku bragzowienia systemu korze-
niowego (79). Prace hodowlane z wykorzystaniem pi¢ciu odmian tytoniu uprawnego
oraz gatunku N. africana jako komponentu ojcowskiego podjeta Doroszewska (33).
Uzyskala ona duzg liczbe nasion mieszancowych, ktore po wysianiu charakteryzowaty
sie¢ wysokim stopniem $miertelnosci siewek. Rozwigzaniem problemu niezywotnosci
okazalo si¢ zastosowanie kultur in vitro licieni i regeneracja roslin mieszancowych
na odpowiednich pozywkach. Jednakze uzyskane formy amfihaploidalne byty nie-
ptodne ze wzgledu na niskg koniugacj¢ chromosoméw (27). Ponowne zastosowanie
kultur in vitro pozwolito na podwojenie liczby chromosomow, ktére nastepowato
spontanicznie w czasie trwania kultur tkankowych (26). W wyniku prowadzonych prac
hodowlanych uzyskano lini¢ BPA, ktora zostata wyprowadzona z krzyzéwki pomiedzy
podatng na PVY odmiang BP-210 i gatunkiem N. africana. Badania odporno$ciowe
z wykorzystaniem réznych izolatéw PVY wykazaty, ze linia BPA jest tolerancyjna,
gdyz objawy chorobowe ograniczajg si¢ jedynie do plam chlorotycznych na blaszce
lisSciowej 1 przejasnien nerwdw, natomiast nigdy nie zaobserwowano nekrozy nerwow,
nawet po zastosowaniu silnie wirulentnych izolatow PVYN™ (28, 34, 45). Badania
molekularne z wykorzystaniem markera S10760 wykazaty, ze linia BPA amplifikuje
gen podatnosci Va, co moze swiadczy¢ o tym, ze mechanizm tolerancji linii BPA jest
niezalezny od delecji w obregbie genu E/F4E. Ponadto ten rodzaj odporno$ci nie zabez-
piecza przed rozprzestrzenianiem si¢ wirusa w ro$linie, tak jak w przypadku odmian
z odpornos$cig typu va, a jedynie zabezpiecza przed wystgpieniem nekroz nerwéow
(45). Szczegotowe badania dziedziczenia cechy tolerancji w odmianie BPA wykazaty,
ze ma ona charakter recesywny (44). Wyniki powyzszych badan dowodza, ze poziom
odpornosci linii hodowlanej jest mniejszy niz gatunku dzikiego. Moze to wynikac
z niepetnego transferu czynnikdéw odpornosci od N. africana, co wskazywatoby na jej
wielogenowy charakter badz z niekorzystnego wplywu genow z genomu N. tabacum
obnizajacego ekspresj¢ cechy odpornosci (35, 51).

Prace hodowlane z wykorzystaniem N. africana prowadzit tez Wernsmann (86),
ktory uzyskatl lini¢ addycyjng NC152 zawierajaca par¢ homologicznych chromo-
somoéw od N. africana. Linia ta nie wykazywala peilnej odpornosci na PVY, jednak
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zapewniata czeSciowg ochrong przed nekrozami. Dodatkowe chromosomy pocho-
dzace od N. africana w linii addycyjnej NC152 zostaty nastgpnie oznakowane zmu-
towanym transgenem difr warunkujacym odpornos¢ na metotreksat (10). Uzyskana
w ten sposob linia zostata wykorzystana przez Lewisa (51) do oceny stopnia transferu
genow pochodzacych od N. afiricana do tytoniu uprawnego. W tym celu zastosowano
zaréwno metody klasycznej hodowli poprzez krzyzowanie z podatng odmiang Petite
Havana, jak réwniez z zastosowaniem kultur tkankowych. Nastepnie z pokolenia
BC F, badacze wyselekcjonowali obiekty odporne na PVY NN i zawierajace 48 chro-
mosomow, ktore poddali krzyzowaniu z podatng odmiang K326 w celu przeniesienia
fragmentu Nafir odpowiedzialnego za odpornos$¢ na PVY. Na bazie odmiany K326
Lewis (50) uzyskal prawie izogeniczne linie posiadajace r6zne kombinacje odporno-
$ci i tolerancji na PVY, obejmujace zarowno recesywny gen va, jak i fragment Nafr.
Badania odpornosciowe wykazaty zréznicowany stopien odpornosci uzyskanych linii,
ktory zalezat od zjadliwosci uzytego izolatu PVY, a cecha ta wykazywata charakter
czesciowo dominujacy (51).

Przedstawione powyzej badania wskazuja, ze wykorzystanie gatunku N. africana
w hodowli tytoniu pozwala uzyskac linie hodowlane o wyzszym poziomie odpornosci
lub tolerancji na PVY. Zalezy to w duzej mierze od zastosowanej odmiany tytoniu
(34, 51). W zwiazku z tym Depta i Doroszewska (21) podjety prace majace na
celu potaczenie w wyniku klasycznej hodowli odpornosci pochodzacej od N. afiricana
z odpornoscia typu va. Jako komponent mateczny zastosowano dwie odmiany, VAM
1 Wislice, ktore wykazywaty najlepsza odpornos¢ na zastosowane izolaty PVY sposrod
odmian posiadajacych gen recesywny va (20, 28, 45, 57). W trakcie prac hodowla-
nych udoskonalono metody kultur in vitro pozwalajace na szybsze i wydajniejsze
uzyskiwanie podwojonych haploidow. W tym celu zastosowano kulture rdzeni,
a postuzenie sie cytometrig przeplywowa znacznie skrocito proces oceny ploidalno-
$ci otrzymanych form mieszancowych. Uzyskane w ten sposob linie mieszancowe,
niosace dwa czynniki odpornosci na PVY, stanowia cenne komponenty do hodowli
odpornosciowej (21).

Odpornos¢ uzyskana w wyniku transformacji genetycznej

Opisane powyzej metody hodowli klasycznej oparte sg na krzyzowaniu mig-
dzyodmianowym lub miedzygatunkowym, a takze na mutagenezie. Krzyzowanie
migdzygatunkowe jest czesto trudne lub wrecz niemozliwe ze wzgledu na bariery
krzyzowalnos$ci. Ponadto w wyniku tego procesu przenoszone sa nie tylko pozadane
geny, ale rowniez geny sprzezone, ktéore moga mie¢ negatywny wpltyw na cechy
mieszanca. Hodowla klasyczna to proces dtugotrwaty, oparty na selekcji i nie zawsze
zakonczony sukcesem. Metoda alternatywna jest transformacja genetyczna polega-
jaca na wprowadzeniu do komoérki obcego materiatu genetycznego (tzw. transgenu)
W sposob szybki i precyzyjny, nawet z organizmow odlegtych filogenetycznie. Uzy-
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skane w ten sposob organizmy, okreslane jako organizmy genetycznie modyfikowane
(GMO, ang. genetically modified organism), posiadajag nowe, pozadane cechy, w tym
odporno$¢ na patogeny (18).

Transformacja genetyczna moze by¢ przeprowadzona wieloma metodami, ale za
najbardziej skuteczny sposob dla roslin dwulisciennych uwaza si¢ wykorzystanie
patogenicznej bakterii glebowej Agrobacterium tumefaciens, ktéra posiada system
genetycznej kolonizacji roslin w postaci tumorowego wzrostu guzow na szyjce korze-
niowej oraz A. rhizogenes, ktora powoduje nadmierny rozrost korzeni. Powstawanie
komorek tumorowych jest wynikiem przeniesienia fragmentu plazmidu bakteryjnego,
tzw. Ti-plazmidu (Ti, ang. tumor inducing) do wnetrza komorek roslinnych. Przeno-
szony fragment DNA, tzw. DNA transferowy (T-DNA), przenika przez uszkodzong
Sciang komdrkowa do jadra komorkowego i przytacza si¢ do DNA rosliny. Agrobac-
terium tumefaciens rozpoznaje substancje fenolowe wydzielane przez uszkodzone
komorki roslinne i kolonizuje fragment uszkodzonej tkanki. Nastepuje aktywacja
1 ekspresja wielu genow wirulencji bakterii, co umozliwia transport T-DNA do jadra
komorkowego (61). W przypadku tytoniu najczesciej stosowang metodg transformacji
jest metoda krazkéw lisciowych (40). W metodzie tej pierwszym etapem jest inokulacja
eksplantatu pochodzacego ze sterylnej hodowli w specjalnie przygotowanej kulturze
Agrobacterium, ktdra w obszarze T-DNA plazmidu ma wklonowany konstrukt genowy
sktadajacy si¢ zazwyczaj z pozadanego transgenu i genu selekcyjnego (odpornos¢ na
antybiotyki), a czasem rowniez genu reporterowego (np. biatka zielonej fluorescen-
cji GFP, lucyferazy lub B-glukuronidazy). Po zakonczeniu inkubacji i odplukaniu
ekplantatow w wodzie destylowanej sa one wyktadane na pozywke regeneracyjng
bez antybiotykéw na okres kilku dni, w celu wklonowania konstruktu do komoérek
ro$linnych. Po tym czasie krazki liSciowe sg przenoszone na taka samg pozywke re-
generacyjna, ale zawierajaca dodatkowo antybiotyki (kanamycyna i karbenicylina),
ktore pozwalajg na eliminacje bakterii i selekcje transformantdw.

Ze wzgledu na to, ze tyton latwo ulega transformacji za pomocg bakterii 4. tume-
faciens, podjeto proby wykorzystania tej metody do uzyskania ro$lin transgenicznych
tytoniu odpornych na choroby wirusowe, poprzez transformowanie ich genami pocho-
dzacymi od wirusa. Odpornos¢ ta, zwana odporno$cig pochodzacg od patogenu (PDR,
ang. Pathogen derived resistance), opiera si¢ na naturalnym zjawisku krzyzowym
(ang. Cross-protection), gdzie inokulacja roslin stabymi szczepami wirusa zabezpiecza
je przed szczepami bardziej wirulentnymi (71). Zastosowanie niezmodyfikowanych
patogenow powodowato skutki uboczne, dlatego opracowano metode wprowadzenia
wybranych gendéw patogenu do genomu biorcy (69). W tym celu wykorzystywano
m.in. geny kodujace biatko ptaszcza wirusa (CP, ang. coat protein) oraz gen kodujacy
wirusowg replikaze (11, 64). Transformacja tytoniu w kierunku odpornosci na PVY
byla przedmiotem wielu badan. Sudarsono iin. (77) wykorzystali gen biatka ptasz-
cza PVY (CP) pochodzacego z chilijskiego izolatu PVY i uzyskali jedynie 5-12%
ro$lin pokolenia R juznawanych za odporne, a Kollar i in. (43) uzyli wegierskiego
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izolatu PVY-H i uzyskali w pokoleniu R, rosliny o duzej zmiennosci pod wzgledem
odpornosci na PVY-H. Zastosowanie genu biatka ptaszcza wirusa mozaiki sataty
LMVCEP do transformacji odmiany Xanthi pozwolitlo wyodrebni¢ dwie linie sposrod
pieciu badanych, ktére byly catkowicie odporne, a wérdd pozostatych znaczna czgsé
nie miata objawdéw chorobowych (23). Park i in. (63) uzyli cDNA genu replikazy
PVY w transformacji tytoniu odmiany Burley 21 i uzyskali wysoki wskaznik roslin
odpornych.

Transformacje tytoniu metoda krazkéw lisciowych na pozywce selekcyjnej
z kanamycyna w celu uzyskania odpornosci na PVY przeprowadzita roéwniez
Doroszewska (31). Do badan wykorzystano cztery odmiany uprawne w typie
papierosowym jasnym, posiadajgce dobre cechy jakos$ciowe, lecz silnie podatne na
PVY: MacNair 944, K326, By103 i AC Gayed. Transformacja byta prowadzona przy
uzyciu konstrukcji pROKY, ktéra niosta zmodyfikowany gen polimerazy PVY i byta
przygotowana w dwoch orientacjach: sensownej i antysensownej, a takze przy uzyciu
konstrukcji LMVCP, ktora niosta gen ptaszcza wirusa mozaiki sataty. Efektywnos¢
transformacji wynosita 40—50% regeneracji ro$lin posiadajacych transgen. Uzyskane
wyniki testow odporno$ciowych wskazaty, ze 17,6% roslin pokolenia T posiadato
wysoka odporno$¢ na PVY i nie zaobserwowano wyraznych réznic w zaleznos$ci od
uzytej konstrukcji i odmiany. Nieco bardziej zréznicowane wyniki pod wzgledem
transferu transgenu i stopnia odpornosci uzyskano dla pokolenia T,. Najlepsze kiet-
kowanie i wzrost roslin zaobserwowano dla roslin pochodzacych z transformacji
konstrukcja LM VCP. Stopien odpornosci roslin zalezal od odmiany i byl najwyzszy
dla linii AC Gayed i MacNair 944. Wysoka odpornos$¢ na PVY wykazywalo ogdtem
35,5% roslin pokolenia T,. Rowniez pokolenie T, wykazywato zr6znicowanie pod
wzgledem obecnosci transgenu, jak i stopnia odpornosci na PVY. Ogotem 47,3% roslin
pokolenia T, byto wysoce odpornych na PVY, a wsrdd nich byty linie, gdzie odpor-
no$¢ przekraczata 80%. Uzyskane przez Doroszewska (31) wyniki w pokoleniach
T,-T, wszystkich linii z udziatem trzech konstrukcji wskazujg na wzrost odpornosci
ro$lin transgenicznych na PVY.

Stabilnos¢ cechy odpornosci na PVY w pokoleniach T -T, byfa przedmiotem ba-
dan Doroszewskiej i Czubackiej (28). W tym celu uzyto trzech izolatow PVY
o rdznej zjadliwosci. Najskuteczniejsza ochrone zapewnity konstrukcje LMVCP
1 ROKY2, a najmniejsza — ROKY 1. Uwzgledniajac odmiany, najlepiej wypadty od-
miany AC Gayed i MacNear 944, a najgorzej — K326. W pokoleniu T, linia MacNair
944 LMVCP byta odporna na wszystkie zastosowane izolaty, a odmiana AC Gayed
niestety ulegla czgsciowemu porazeniu w postaci nekroz nerwow. Kolejne testy od-
pornosciowe na czterech transgenicznych liniach tytoniu w pokoleniach T,-T, zostaty
wykonane przy uzyciu trzech nekrotycznych szczepow PVY (18). Uzyskane wyniki
byly zbiezne z uzyskanymi wcze$niej, wskazujac, ze najlepsza ochrong zapewnia
konstrukcja LMVCP i ROKY2 (28). Badania molekularne wykazaty stabilizacje
dziedziczenia transgenu w kolejnych pokoleniach. Jednakze jego obecnos¢ nie za-
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wsze zapewniata ochrone przed PVY. Ro§liny transgeniczne z konstrukcja ROKY'1
byty odporne na PVYYW w 60% w pokoleniu T,, ale juz w pokoleniu T, tylko 2,7%
osobnikéw byto odpornych na ten izolat PVY. Utrata odpornosci moze by¢ zwigza-
na ze wzrostem metylacji wstawki w kolejnych pokoleniach i jest ona dziedziczona
w kolejnych pokoleniach. Rosliny transgeniczne z sensowng wstawka ROKY 1 byty
bardziej podatne na PVY, co oznacza, ze transgen w orientacji antysensowne;j lepiej
indukuje wyciszanie RNA wirusowego i w ten sposob nie dopuszcza do namnazania
si¢ patogenu. Innym wyjasnieniem braku odpornosci przy obecnos$ci transgenu moze
by¢ efekt pozycji, czyli miejsce wlaczenia wstawki (8). Jezeli transgeny zostana
wlaczone w region euchromatyny, to na jego ekspresje moga wptywaé sekwencje
regulatorowe sasiednich genow gospodarza. Natomiast wlgczenie transgenu w region
heterochromatyny, jak rowniez wewnatrz lub w poblizu powtarzajacych sie sekwencji
DNA powoduje jego inaktywacje (75). Wazna jest rowniez liczba kopii transgenu
w tym samym miejscu integracji. Inaktywacji moga podlega¢ transgeny, ktore inte-
gruja po 2 lub wiecej sztuk do jednego miejsca na chromosomie, gdyz moga tworzy¢
bezposrednie lub odwrdcone powtdrzenia, co powoduje efekt wyciszenia (54, 75).

Ocena roslin transgenicznych uzyskanych przez Wu i in. (88) pod katem cech
morfologicznych i agronomicznych, a takze jakosci i sktadu chemicznego wysuszo-
nych lisci wskazuja na brak negatywnego wptywu transgenu na te cechy. Dodatkowo
linie transgeniczne charakteryzowaly si¢ wyzszym plonowaniem. Uzyskane przez
Doroszewska (31) linie transgeniczne byly rowniez ocenione pod wzgledem cech
biologicznych i agronomicznych. Genetyczne modyfikacje nie spowodowaty zmian
w mejozie i zywotno$ci pytku. Poszczegolne linie transgeniczne tylko w niewielkim
stopniu r6znity si¢ pod wzgledem cech morfologicznych i uzytkowych od swoich
nietransgenicznych odpowiednikow (17).

Rozwo6j metod inzynierii genetycznej pozwolil na bardzo precyzyjng modyfikacje
genomow w procesie edycji genow opartym na systemie CRISPR/Cas9 (ang. Clu-
stered regularly interspaced short palindromic repeats — CRISPR associed). System
ten polega na cigciu podwojnej helisy DNA w $cisle okreslonym miejscu, co powo-
duje delecje lub zastapienie wybranego fragmentu DNA innym (16). Ruyi i in. (68)
zastosowali metode CRISPR-Cas9 do uzyskania odpornosci na PVY w odmianie
LJ911, ktora charakteryzowata si¢ dobrymi cechami jako$ciowymi, ale byta podatna
na PVY. W wyniku prawidlowo przeprowadzonej edycji genow zostat wylaczony
gen podatnosci Va, a uzyskane linie byly odporne na PVY.

Wykorzystanie inzynierii genetycznej pozwala na uzyskanie odpornych na PVY
odmian lub linii hodowlanych. Problemem moze by¢ jednak mozliwo$¢ zastosowania
ich w uprawie, ze wzgledu na regulacje prawne dotyczace GMO, wedlug ktérych
w niektorych krajach jest mozliwa uprawa GMO, a w innych jest to zabronione (78).
Z tego powodu linie transgeniczne uzyskane przez Doroszewka (31) byly bada-
ne jedynie w $cisle kontrolowanych i zabezpieczonych warunkach szklarniowych.
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Edytowana odmiana LJ911 réwniez nie zostata wykorzystana komercyjnie, a jedynie
stanowi potencjale zrodto odpornosci w kolekcji tytoniu (68).

Podsumowanie

Badania dotyczace PVY, odpornosci tytoniu na ten wirus, jak tez prace hodowlane
majgce na celu uzyskanie form odpornych, byly prowadzone przez wielu badaczy
z wykorzystaniem ré6znych metod. Nie uzyskano jak dotad odmiany w petni immun-
nej na wszystkie izolaty PVY, ze wzgledu na zmienno$¢ wirusa i jego zdolno$¢ do
przelamywania wprowadzanych zrddet odpornosci. Nowoczesne metody i techniki
badawcze pozwalajg na coraz lepsze rozpoznanie wirusa i Sposobow jego ograniczania.
Metody hodowli klasycznej, wspomagane inzynierig genetyczna, daja realng szanse
na podniesienie odpornosci odmian na PVY i tym samym wskazuja na potrzebe pro-
wadzenia dalszych prac badawczych w tym kierunku.
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WIRUS MOZAIKI OGORKA (CMV) I WIRUS BRAZOWEJ PLAMISTOSCI
POMIDORA (TSWV) — WYSTEPOWANIE, BUDOWA I KLASYFIKACJA®

Stowa kluczowe: wirus, CMV, TSWYV, tyton

Wstep

Co roku nawet 40% $wiatowych plonow jest niszczonych przez réozne agrofagi.
Straty ekonomiczne powodowane przez wirusy roslinne szacuje si¢ na miliardy do-
laréw. Wirusy mozaiki ogoérka oraz bragzowej plamisto$ci pomidora sa powszechnie
wystepujacymi patogenami na $wiecie mogacymi zakaza¢ ponad 1000 gatunkow roslin
nalezacych do kilkudziesieciu rodzin. Walka z tymi patogenami nie jest mozliwa bez
wnikliwego poznania ich biologii. W ponizszym artykule przedstawiono budowe,
klasyfikacje, sposoby transmisji wirusow oraz mozliwos$ci zapobiegania infekcjom.

Wirus mozaiki ogorka (CMYV)

Wirus mozaiki ogorka (CMV, ang. Cucumber mosaic virus) jest odpowiedzial-
ny za istotne straty agronomiczne w wielu uprawach na catym §wiecie. Wirus ma
prawdopodobnie najwicksza liczbe zywicieli wsrdd wirusow roslinnych 1 wykazuje
wysoki stopien réznorodnosci, o czym §wiadczy duza liczba izolatow rdznigcych si¢
zaréwno pod wzgledem biologicznym, jak i molekularnym. W 1991 r. Edwardson
i Christie (45) doniesli o 1241 gatunkach zywicieli w 101 rodzinach ro$lin, w tym
jednolisciennych i dwuli$ciennych. Wirus mozaiki ogorka to gatunek nalezacy do
rodzaju Cucumovirus irodziny Bromoviridae. U wigkszos$ci zakazonych gospodarzy,
w zaleznosci od jego genotypu i szczepu wirusa, pojawiaja si¢ objawy mozaikowe,
mniej lub bardziej nasilone. U tytoniu wywotuje deformacje liSci i objawy mozaiko-

*Opracowanie wykonano w ramach zadania 7.1 pt. ,,Opracowanie i aktualizacja Programéw inte-
growanej ochrony roslin uprawnych w zakresie tytoniu i chmielu” z dotacji budzetowej przeznaczonej
na realizacj¢ zadan MRiRW w 2022 r.
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we. Bardziej zjadliwe izolaty powoduja miejscowe nekrozy lub nekrozy systemiczne,
aniekiedy jasnozotte przebarwienia blaszki lisciowej wzdtuz nerwdw przypominajace
ksztattem 1i$¢ debu. W indukcje jasnozoéttej chlorozy tytoniu zaangazowane jest sate-
litarne RNA (satRNA) wirusa CMV (150, 155). Satelitarne RNA posiada 22-nukle-
otydowa sekwencje komplementarna do mRNA jednostki I chelatazy protoforfiryny
tytoniu (Chll), genu niezbgdnego w syntezie chlorofilu. Badania wykazaty, ze chlo-
roza tytoniu rozwijata si¢ wskutek zmniejszania ekspresji genu Chll powodowanego
wyciszaniem RNA. Cigzkie objawy zakazenia wirusem mozaiki ogoérka na tytoniu
powodujace systemiczng nekroze obserwowano w Stanach Zjednoczonych w latach
piec¢dziesiatych XX wieku (43, 53).

Istnieje wiele izolatow CMV o zroéznicowanych wlasciwo$ciach biologicznych.
Tradycyjna klasyfikacja szczepdéw wirusa CMV opierala si¢ na patotypach i objawach
morfologicznych u r6znych gatunkow zywicieli (78). Na przyktad szes¢ izolatéw CMV
zidentyfikowano na podstawie zaobserwowanych odmiennych objawdw na roslinach
zywicielskich (54). Yasuo (183) na podstawie wywotywanych objawow sklasyfikowat
szczepy CMV w tytoniu na pie¢ grup, wykorzystujac 10 réznych gatunkéw zywicieli
(101). Hollings i in. (69) zidentyfikowali izolaty CMV z Wielkiej Brytanii wedtug
ro$lin wskaznikowych jako podgrupy PY/Y i II. Jednak wspotczesna klasyfikacja
szczepow wirusa mozaiki ogorka zostata stworzona na podstawie serologii (71, 72),
hybrydyzacji kwaséw nukleinowych (122), sekwencji genow (121, 161) oraz poli-
morfizmu dtugosci fragmentow restrykcyjnych (135, 50). Na podstawie sekwencji
nukleotydowej nieulegajacego translacji regionu 5’ (UTR) genomowego RNA3 po-
chodzace z catego $wiata izolaty wirusa CMV podzielono na trzy podgrupy: [A, IB i 1l
(138). Podobienstwa sekwencji nukleotydowej miedzy roznymi podgrupami wynosza:
92%-94% (1A/IB), 74%—78% (1A/II) 1 73%—78% (IB/11) (137, 139). Szczepy wirusa
CMV sklasyfikowane jako [A i Il wystepuja na catym $wiecie, podczas gdy wystepo-
wanie szczepow nalezacych do podgrupy IB jest ograniczone gléwnie do wschodniej
Azji (136). Wysoka roznorodno$¢ genetyczna szczepow CMV ma wptyw na roznice
w ich wtasciwosciach biologicznych. Ta roznorodno$¢ umozliwita poznanie wptywu
roli gené6w wirusa na zjadliwos$¢ poszczeg6lnych izolatéw CMV. Ogolnie szczepy
z podgrupy I sg bardziej zjadliwe niz szczepy z podgrupy II. Wiekszo$¢ szczepow
z podgrupy I powoduje silne objawy, w tym mozaike, kartowatos¢ i nekrozy, podczas
gdy wiekszo$¢ szczepow z podgrupy 11 powoduje bardzo tagodne objawy lub infekcje
bezobjawowa. Ponadto tolerancja izolatow wirusa na wysoka temperature jest wigksza
w podgrupie I niz w podgrupie II (100). Do niedawna typowanie izolatow opierato
si¢ zasadniczo na sekwencji genu kapsydu (CP, ang. Capsid Protein). Jednak glebsza
analiza pelnych sekwencji nukleotydowych wirusa wykazala, ze drzewa filogenetyczne
zbudowane na podstawie sekwencji innych biatek tylko czesciowo potwierdzaty gru-
powanie zaproponowane wczesniej dla CP (IA, 1B, II). Sugeruje to, ze rekombinacja
lub przynajmniej reasortacja mogta odgrywac¢ wazng role w ewolucji CMV (136).
Wirusy RNA przechodza szybkie zmiany genetyczne poprzez mutacje, rekombinacje
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lub w przypadku wirusow, ktérych genom sktada sie z kilku czasteczek RNA — re-
asortacje (137). Podczas procesu rekombinacji donor zastepuje wysoce homologiczny
region w akceptorze, co pozwala rekombinantowi zachowa¢ pierwotng organizacje
genomowa macierzystej czasteczki RNA (91). Chociaz znaczenie rekombinacji byto
niedoceniane we wczesnych badaniach ewolucji genomu wirusa, obecnie jest ona
uznawana za szeroko rozpowszechniong wsrdd wirusow o dodatniej (+) polarnosci
nici RNA: u zwierzat (70, 178) i roslin (22, 171), a takze w retrowirusach, takich jak
ludzki wirus HIV typu I (55). Rekombinacja jest rzadkim lub nawet nieistniejacym
zjawiskiem wsrod wirusow o ujemnej polarnosci (-) nici RNA (23). Sekwencjono-
wanie i charakterystyka molekularna pelnych genomow wirusow RNA sugeruja, ze
wiele naturalnych szczepéw powstato w wyniku rekombinacji genetycznej migdzy
pokrewnymi lub niespokrewnionymi wirusami (91). Rekombinacja moze by¢ do-
minujaca sila w ksztattowaniu architektury genetycznej organizmow i zwigzanych
z nimi fenotypoéw (128). Dlatego rekombinacja RNA jest coraz czesciej uznawana
za znaczace 1 powszechne zjawisko w biologii wirusow RNA (104). Generowanie
zardwno rekombinantow, jak i reasortantow jest ograniczone wystepowaniem infekcji
mieszanych. Dane dotyczace innych wiruséw roslinnych pokazuja, ze rekombinanty
s czestsze niz reasortanty (56, 57). Selekcja naturalna dziata przeciwko reasortantom
z uwagi na istnienie koadaptacji segmentéw genomu (57).

Wiriony wirusa mozaiki ogorka sg ikozaedrycznymi czastkami o $rednicy 28—-30 nm
i sktadaja sie¢ ze 180 podjednostek pojedynczego biatka kapsydu (CP) ulozonych
w klastry pentamer-heksamer (108). Wiriony zawieraja 18% RNA. Genom sklada
si¢ z trzech jednoniciowych RNA o dodatniej polarnosci, nazwanych RNA1, RNA2
1 RNA3 oraz subgenomowych RNA4 i RNA4A (154). Sa one pakowane w oddzielne
czastki podobnie jak u innych wirusow roslinnych z podzielonymi genomami. Pozwala
to na upakowanie wiekszego genomu w bardzo prosty wirion, ale wymaga, aby wiele
czastek wirusa zaatakowalo pojedyncza komorke, aby zainicjowac infekcje (136).
CMYV zawiera pie¢ otwartych ramek odczytu (ORF). Biatka 1a (111 kDa), 2a (97 kDa)
i3a (30 kDa) ulegaja translacji odpowiednio z genomowych RNA 1, 2 i 3, a biatka 2b
(15 kDa) i 3b (25 kDa) — odpowiednio z subgenomowych RNA 4A i RNA 4 (108).

RNAT1 jest monocistronowy i koduje biatko 1a, ktore posiada domeng metylotrans-
ferazy w czes$ci N-koncowej i motyw helikazy w czesci C-koncowej (188). Biatko 1a
jest sktadnikiem kompleksu replikazy wirusa (68). RNA2 koduje duze biatko 2a, ktore
posiada motyw GDD (Gly-Asp-Asp) typowy dla zaleznej od RNA polimerazy RNA
(RdRp) oraz mate biatko 2b, ktore ulega ekspresji z otwartej ramki odczytu ORF 2b
naktadajacej sie na 3’-koncowa czes¢ ORF 2a (42). Biatko 2a razem z biatkiem 1a,
wewnetrznymi biatkami tonoplastu roslin i innymi niezidentyfikowanymi biatkami
gospodarza, tworzy replikaze wirusa (68, 84, 116). Bicistronowy RNA3 koduje biatko
3anazywane rowniez biatkem MP (ang. Movement Protein) oraz biatko kapsydu (CP).
Chociaz pierwsza ORF kazdego bicistronowego RNA jest wyrazana z genomowego
RNA, druga ORF jest kodowana przez subgenomowe RNA4A (biatko 2b) i RNA4
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(CP). Catkowita dlugo$¢ kazdego RNA moze si¢ nieznacznie r6zni¢ w zalezno$ci
od szczepu, ale kazda ORF roznych szczepéw ma podobng wielkos¢, z wyjatkiem
ORF 2a i ORF 2b — wiruséw z podgrupy II, ktére sg mniejsze niz ich odpowiedniki
w podgrupie I (184). Kazdy RNA ma strukture czapeczki na swoim 5’-konicu i moze
przyjac strukture podobna do tRNA na 3’-hydroksylowanym koncu. Ponadto ok. 150
nukleotydow na 3’-koncach jest wysoce konserwatywnych wsrod roznych szczepow.

U wirusa mozaiki ogorka moga wystepowa¢ male RNA (sRNA), wsrdd ktérych
wyroéznia si¢ RNAS i satelitarne RNA (satRNA). Moga by¢ one enkapsydowane podob-
nie do czasteczek RNA1, RNA2 i RNA3. RNAS wystepuje w izolatach CMV naleza-
cych do podgrupy 11, liczy okoto 300 nukleotydéw dtugosci i sktada si¢ z mieszaniny
3’-koncow RNA2 i RNA3. W przeciwienstwie do genomowych i subgenomowych
RNA, RNAS nie ma czapeczki i nie zaobserwowano zadnych polipeptydow zwigza-
nych z jego obecnoscia. Okoto dwudziestu nukleotydoéw zlokalizowanych na 5°-koncu
RNAS, tworzacych Box-1, jest wysoce konserwatywnych migdzy CMV podgrupy I1
1—réwniez nalezacym do rodzaju Cucumovirus — wirusem aspermii pomidora (TAV,
ang. Tomato aspermy virus) (163). Ponadto zidentyfikowano cztery struktury typu
stem-loop otaczajace Box-1 u CMV. Mutacje w tych strukturach lub usuniecie Box-1
wplynety na wytwarzanie RNAS, ale nie miaty wplywu na akumulacje wirusa lub
rozw6j objawow chorobowych (163). De Wispelaere i Rao (38) wykazali ponad-
to, ze produkcja RNAS jest niezalezna od namnazania wirusa. Box-1 nie wystgpuje
w podgrupie I CMV (163).

Satelitarne RNA wystepujace u wirusa mozaiki ogorka to mate, niekodujace
RNA, ktore wykazuja nieznaczne podobienstwo sekwencji do genomu wirusa, ale
sa w pelni zalezne od bialek kodowanych przez genom CMV w zakresie replikacji
1 enkapsydacji. Szczegdlng uwage zwrocono na satelitarne RNA na poczatku lat
osiemdziesiatych, kiedy wykazano, ze nawet jesli niektore satelitarne RNA byty odpo-
wiedzialne za rozwdj choroby na pomidorach, prawie wszystkie powodowaty znaczny
spadek akumulacji wirusa i nasilenia objawdw u wszystkich innych badanych zywi-
cieli, dzialajac jak pasozyt wirusa. Po spowodowaniu szczegolnie powaznych szkod
w uprawach pomidoréw w Hiszpanii, we Francji i Wtoszech w latach osiemdziesia-
tych i dziewiecdziesigtych XX wieku, satelitarny RNA nie byl wykrywany w innych
epidemiach powodowanych przez CMV. Jego pochodzenie pozostaje niejasne, chociaz
wykazano, ze satelitarne RNA moze pojawi¢ si¢ po kolejnych pasazach izolatéw
wolnych od satelitarnego RNA u niektorych gospodarzy, zwlaszcza tytoniu (74),
a nawet z inokulum pochodzacym z cDNA (63).

Pierwszy etap replikacji wirusa obejmuje syntez¢ nici RNA o ujemnej (—) polary-
zacji, ktora jest wykorzystywana do produkcji nici o polaryzacji dodatniej (+). Nici
(+) spehniajg trzy funkcje, tj.: stanowiag mRNA do translacji, sg matrycg do dalszej
transkrypcji oraz moga by¢ wykorzystane do wytwarzania wirionow. Replikacja
wirusowych czasteczek RNA jest asymetryczna. Uwaza si¢, ze asymetria replikacji
jest powszechna dla wirusoOw o dodatniej nici RNA. W przypadku CMV akumulacja
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(—) nici osigga plateau wkrotce po zakazeniu, podczas gdy akumulacja nici (+) nadal
wzrasta i moze osiggna¢ poziom prawie 100-krotnie wyzszy niz w przypadku nici (—)
(147). Wykazano, ze podczas gdy oba biatka 1ai2a s3 wymagane do syntezy nici (—),
samo biatko 2a moze wytwarza¢ nici (+) z (—) matrycy genomowego lub subgenomo-
wego RNA (147). Mozliwos¢ ta moze thumaczy¢ nie tylko obecno$¢ wolnego biatka 2a
w cytoplazmie, ale takze wyzszy udzial nici (+) w zakazonych komérkach. Réwniez
fosforylacja biatka 2a, zapobiegajac jego potaczeniu z biatkiem 1a, moze indukowac
przejécie z syntezy nici (—) na (+) lub, alternatywnie, przej$cie od transkrypcji do
translacji nici (+) (85). Jednoczesnie enkapsydacja powoduje sekwestracje nici (+),
a tym samym zapobiega transkrypcji lub translacji. Biatko 2a wptywa rowniez na
zjadliwos¢ wirusa. Wiele izolatow CMV indukuje miejscowe zmiany nekrotyczne,
w ktérych wirus jest ograniczany przez reakcje typu nadwrazliwosci, jednak istnieja
rowniez izolaty zdolne do infekcji systemowej. Kim i Palukaitis (85, 86) ustalili,
ze dwa aminokwasy w pozycjach 631F i 641A biatka 2a sg odpowiedzialne za wy-
wotanie miejscowych zmian nekrotycznych. Co ciekawe, podstawienie 631F — Y
w biatku 2a indukowalo nekrozy systemiczne u wspi¢gi wezowatej (Vigna unguicu-
lata). Réwniez Divéki i in. (43), wykorzystujac izolat Ns wirusa mozaiki ogorka,
stwierdzili jego zdolno$¢ do wywotywania nekroz systemicznych u N. clevelandii,
N. glutinosa i N. tabacum cv. Xanti. Wykazali oni, ze aminokwas 461C w biatku la
jest czynnikiem determinujgcym $mieré komorki, podczas gdy jego substytucja na
461R nie powodowata takiej reakcji.

Biatko 2b wptywa na przemieszczanie si¢ wirusa oraz hamuje mechanizmy obronne
gospodarza oparte na odpornosci indukowanej kwasem salicylowym (SA), kwasem
jasmonowym (JA) i wyciszeniu RNA (60, 72, 75, 98, 156). Biatko 2b jest waznym
wyznacznikiem wirulencji CMV. Podobienstwo sekwencji aminokwasowej biatka 2b
pomiedzy szczepami z podgrupy I i bezobjawowej podgrupy Il wynosi 53%—54%
(42), a biatko 2b podgrupy I jest o 10 aminokwasoéw dtuzsze niz biatko 2b z podgrupy
II (42). Uwaza sie, ze rdznica w zjadliwosci miedzy podgrupami I i II jest wynikiem
roéznic w genie 2b (149). Nasilenie objawdw wywotanych przez szczepy CMV podgrup
IA, IB i II jest w duzej mierze determinowane przez wlasciwos$ci wlasnie tego biatka
(44, 148), czego potwierdzeniem byt fagodny mutant szczepu Q nalezacy do podgru-
py I CMYV, ktéry nie mial zdolno$ci wytwarzania prawidlowego biatka 2b, przez co
nie byl w stanie porusza¢ si¢ ogélnoustrojowo w ogoérku i wykazywat zmniejszong
indukcje objawdéw w roslinach Nicotiana glutinosa i N. tabacum (41, 75). Z kolei
inny mutant 2b nalezacy do podgrupy IA szczepu Fny (Fny-CMVA2b) przemieszczat
sie ogolnoustrojowo w N. tabacum i N. benthamiana, ale nie wywotywal objawow
(156, 187). Konstytutywna ekspresja gendw 2b z réznych szczepdéw CMV podgrupy 11
1 podgrupy IA w transgenicznych ro$linach Nicotiana spp. potwierdzita, ze nasilenie
objawéw wywotanych przez te szczepy byto zwigzane ze zdolnoscig ich biatek 2b
do zakldcania regulacji ekspresji gendw gospodarza przez (mi)RNA (20, 99, 186).
Roéliny transgeniczne z ekspresja biatka Fny-CMV 2b wykazywaly objawy silnego
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znieksztatcenia lisci, ogolne zahamowanie wzrostu i zaburzenia architektury korzeni
(99), podczas gdy rosliny transgeniczne z ekspresja biatka 2b z mutanta Q miaty
podobny wyglad do roslin nietransgenicznych (20, 99, 152, 186).

Przemieszczanie si¢ wirusa na mate odlegtosci do sasiednich komodrek odbywa
si¢ przez plasmodesmy. Chociaz wszystkie biatka wirusowe moga by¢ zaangazo-
wane w ten ruch, biatko 3a (MP, ang. Movement Protein) kodowane przez RNA3
jest uwazane za odpowiedzialne za przemieszczanie si¢ wirusa. Biatko MP posiada
zdolno$¢ zwigkszania SEL plazmodesm (ang. Size Exclusion Limit) poprzez zrywa-
nie filamentow F-aktyny (159). SEL stanowi najwieksza mozliwa mase¢ czasteczki,
ktoéra moze przemieszczac si¢ przez plazmodesme na zasadzie dyfuzji (179). Wiru-
sy w przemieszczaniu si¢ na duze odleglosci wykorzystuja floem i wedrujg razem
z asymilatami ros$linnymi (111). Czastki wirusa CMV migruja do poszczegdlnych
organow przez rurki sitowe (129). Badania réznych kombinacji szczepéw CMV
i gatunkéw gospodarzy pokazuja, ze wszystkie biatka wirusowe moga mie¢ wptyw na
przemieszczanie si¢ wirusa na duze odlegtosci, jednak to biatka CP, MP i 2b odgrywaja
tu decydujaca role. Szczegolnie koncowy region biatka MP odpowiada za infekcje
systemiczng. Warianty wirusa pozbawione 33 aminokwasow na C-koncu biatka MP
nie byly zdolne do wywotania zakazenia systemicznego roslin tytoniu (84). Ponadto
biatko 2b warunkuje migracje¢ na duze odleglosci w sposdb zalezny od gospodarza.
Usuniecie genu 2b zapobiegato infekcji ogdlnoustrojowej ogorka, kabaczka, papry-
ki i pomidora, ale nie miato wptywu w przypadku niektérych gatunkow z rodzaju
Nicotiana (41, 98, 156).

Biatko kapsydu (CP) jest jedynym biatkiem zwigzanym z czasteczkami wirusa
i jedynym wyznacznikiem przenoszenia przez wektory mszyc. Niewielkie zmiany
w sekwencji biatka otoczki wirusa moga wptywac na zdolno$¢ szczepow CMV do
przenoszenia przez mszyce (123). Co wiecej, wedlug Mochizuki i Ohki (109)
pewne pozycje aminokwasowe w biatku CP pelnig wazne funkcje, w szczegolnosci
aminokwas w pozycji 129, w ktoérej mutacja wplywa na objawy wywotywane u go-
spodarza i wydajnos$¢ przenoszenia wirusa.

W $rodowisku naturalnym wirus mozaiki ogorka jest przenoszony zaréwno
przez mszyce w sposob nietrwatly, jak rowniez przez nasiona niektérych gatunkow
zywicieli (13). Obecnie powszechnie uwaza sig, ze przenoszenie wirusOw przez
mszyce przebiega w dwoch gtéwnych trybach réznigcych sie tym, czy wirusy w or-
ganizmie wektora ulegaja replikacji czy nie (115). Transmisja wirusa CMV odby-
wa si¢ W sposob nietrwaly i odpowiada trybowi bez replikacji. Charakteryzuje si¢
krotkim czasem pobierania i inokulacji (od sekund do minut) bez zatrzymywania
sie¢ w ciele owada. Mszyce pozostajg zakazne przez krotkie okresy i tracg zdolnos¢
przenoszenia wirusa chwile po zerowaniu. Wirus CMV jest przenoszony przez ponad
85 gatunkow mszyc (45). Gildow i in. (62) sposrdd 25 gatunkdw mszyc zebranych
na kilku polach zidentyfikowali sze$¢ z nich jako gtowne czynniki przyczyniajace
si¢ do rozprzestrzeniania wirusa CMV w warunkach naturalnych: Rhopalosiphum
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maidis, Aphis gossypii, Therioaphis trifolii, A. fabae, A. glycines 1 Acyrthosiphon
pisum. Sposrod nich wskazano cztery gatunki bedace najbardziej wydajnymi wekto-
rami: A. gossypii, A. glycines, A. pisum 1 T. trifolii (62). Badania wykazaly, Ze nie ma
zwigzku miedzy wydajnoscig transmisji a akumulacjg wirusa w roslinie zroédtowe;j,
w przypadku gdy ta akumulacja wirusa jest powyzej pewnego poziomu (5). Ponizej
tego poziomu wydajno$¢ transmisji zalezy od akumulacji wirusa w ro$linie zrodlowe;j
(10). Jak wspomniano wczesniej, satelitarne RNA drastycznie zmniejsza replikacje
genomu wirusa, szczegolnie u gospodarzy psiankowatych (47). W takim przypadku
populacja wektorow bedzie determinowac powodzenie epidemii wirusa. Opracowano
nawet modele w celu wyjasnienia tego zjawiska w uprawach pomidora (47). Pomi-
dory zakazone CMV moga rozwing¢ objawy mozaikowe (izolaty wolne od satRNA),
fagodne objawy (izolaty zawierajace nienekrotyczny satRNA) lub nekrozy (izolaty
zawierajace nekrotyczny satRNA). Satelitarne RNA sa mato rozpowszechnione
w naturalnych izolatach. Chociaz izolat wolny od satRNA moze by¢ przenoszony
ze zrodla zawierajacego nienekrotyczny satRNA, nigdy nie zaobserwowano tego
w przypadku izolatow nekrotycznych (47). Najbardziej wydajnie przenoszone przez
mszyce byly izolaty wolne od satRNA, potem izolaty zawierajace nienekrotyczne
satRNA, a najmniej wydajnie — izolaty nekrotyczne (47).

Transmisja wirusa mozaiki ogorka jest mozliwa roOwniez przez nasiona roslin
uprawnych lub dzikich gatunkéw. Rosliny wyhodowane z zakazonych nasion stanowia
glowne zrédlo wirusa w uprawach, z ktorych wirus moze by¢ skutecznie rozprzestrze-
niany przez mszyce (123). Badanie nieskietkowanych nasion na obecno$¢ wirusa jest
istotne z punktu widzenia fitopatologicznego, ale moze prowadzi¢ do przeszacowania
miana wirusa z powodu zanieczyszczenia tym patogenem okrywy nasiennej. Rzeczy-
wiste przenoszenie CMV przez nasiona, czyli przez zarodek, zostalo potwierdzone
u fasoli, szpinaku (181), soczewicy (103), tubinu (119) oraz pieprzu (4). Wykrywanie
wirusa w partiach nasion lub w roslinach z wykietkowanych nasion zostato rowniez
udokumentowane u wspiegi wezowatej i fasoli ztotej (7, 19), grochu, bobiku, ciecie-
rzycy, wyki, koniczyny (94), pomidora (125), lucerny (76), grochu (117) i dyni (163).
Wskazniki przenoszenia sg na ogot dos¢ niskie — ponizej 2,5%, chociaz wystarczajace
do skutecznego wywotania epidemii. Wyzsze wskazniki obserwowano w przypadku
soczewicy — do 9,5%, pomidora — 8%, szpinaku — 15% 1 wspiggi — 21%.

Istotnym zagadnieniem dotyczacym epidemii CMV jest rola zywicieli rezerwu-
arowych, ktorzy umozliwiaja wirusowi przetrwanie miedzy kolejnymi uprawami.
CMYV zostat opisany w wielu dzikich i zachwaszczonych roslinach wystepujacych
w $rodowisku naturalnym, gdzie wywoluje utajong infekcje, poniewaz rosliny nie
rozwijaja zadnych widocznych objawow. Uwaza sie, ze rosliny te stanowia gtowne
zewnetrzne zrodlo infekcji dla roslin uprawnych i umozliwiaja przetrwanie wirusa
pomiedzy sezonami i nastepujacymi po sobie uprawami, tym bardziej, ze niektore
z nich moga przenosi¢ CMV przez nasiona. Chwasty stanowig rowniez rezerwuar
mszyc. Z tych powodow odchwaszczanie po6l uprawnych jest jednym z kluczowych
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elementow zintegrowanego zarzadzania chorobami wirusowymi dla upraw waznych
ekonomicznie (77, 95).

W przypadku chorob wirusowych bardzo trudno opracowac¢ skuteczne metody
zapobiegania infekcjom. Dotychczas wdrozono jednak kilka strategii polegajacych
na zwalczaniu chwastow bedacych rezerwuarem wirusa, usuwaniu z plantacji zaka-
zonych roélin i stosowanie nasion wolnych od patogenow. W celu zwalczania wektora
—mszyc, stosowane sg pestycydy chemiczne jak i biologiczne, tj.: pyretroidy, karba-
miniany oraz abamektyna pozyskiwana z bakterii glebowej Streptomyces avermitilis
(100). Szeroki zakres zywicieli i duza liczba wektoréw owadzich sprawiaja jednak,
ze zwalczanie choroby jest bardzo trudne (123). Ponadto chemiczne insektycydy sa
uwazane za nieekonomiczne i nieprzyjazne dla srodowiska. W Japonii w uprawie
ogorkow stosowany jest profilaktycznie szczep CM95 wirusa CMV w celu wywolania
fagodnych objawdw. Wykorzystywana jest w ten sposob ochrona krzyzowa przed
zakazeniem upraw przez bardziej zjadliwe izolaty (90). Prowadzone sg rowniez prace
nad wykorzystaniem bakterii Bacillus velezensis, znanej z silnego dziatania przeciw-
grzybiczego, w trzech kierunkach ochrony przeciwwirusowej: zapobieganiu zakaze-
niom, ograniczaniu objawoéw po zakazeniu oraz inaktywacji wirionow CMV przed
zakazeniem (2). Badania prowadzono na roslinach bielunia dziedzierzawy (Datura
stramonium). Najciekawsze wyniki osiggnieto w tescie inaktywacji wirionow. W tym
celu mieszano takie same objetosci oczyszczonego CMV i zawiesiny komorkowej
Bacillus velezensis, inkubowano przez 1 godzing i zakazano rosliny testowe. W efek-
cie doswiadczenia stwierdzono 97% odsetek roslin bez objawow. Bardzo dobry efekt
osiaggnieto rowniez w kierunku zapobiegania zakazeniom przez profilaktyczny oprysk
filtratem komorek bakterii. Ponadto taki oprysk indukowat odporno$¢ ogolnoustrojowa
powodujaca podwyzszony poziom transkrypcji genéw PAL, CHS, HQT, PR-1 i POD
w lisciach D. stramonium. Stwierdzono réwniez, ze pirolo-[ 1,2-a]-pirazyno-1,4-dion
produkowany przez B. velezensis jest gtownym zwigzkiem, ktory moze dziata¢ jako
czasteczka elicytorowa indukujaca odpornos¢ uktadowa roslin i hamujaca zarowno
wzrost grzybow, jak i replikacje wirusa. W konsekwencji B. velezensis mozna uznaé
za potencjalne zrodto produkeji zwiazkow bioaktywnych do zwalczania chorob ro-
$lin. W innych badaniach zatosowanie u Nicotiana benthamiana oprysku zawiesing
Bacillus amyloliquefaciens powodowato zmniejszenie nasilenia objawow CMV
i ograniczato akumulacje wirusa w opryskiwanych li§ciach (96). Jednakze najskutecz-
niejsza, zrdwnowazona i dlugotrwala strategia zwalczania CMV jest hodowla odmian
odpornych na choroby (182), chociaz konwencjonalne czynniki odpornosci moga
by¢ niewystarczajace lub zapewnia¢ nieefektywna badz kréotkotrwatg ochrong (56).

Wirus brazowej plamistosci pomidora (TSWYV)

Wirus brazowej plamisto$ci pomidora (TSWYV, ang. Tomato spotted wilt virus)
nalezy do rodzaju Tospovirus, rodziny Bunyaviridae (3, 87). Bunyaviridae to jedna
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z najwiekszych rodzin wirusow RNA, do ktorej naleza wirusy ludzkie, zwierzece
iroslinne (46), posiadajace trzysegmentowy genom. Rodzing reprezentuje pie¢ odreb-
nych rodzajow: Bunyavirus, Phlebovirus, Nairovirus, Hantavirus i Tospovirus (127).
TSWYV ma bardzo szeroki zakres zywicieli — zaraza ponad 1000 gatunkow roslin
w 80 rodzinach i jest przenoszony przez wciornastki w sposob trwaty (59, 124).
Straty upraw spowodowane tym wirusem oszacowano na ponad 1 miliard dolaréw
rocznie (124). TSWV powoduje znaczne straty plonow w wielu uprawach rolniczych
i ogrodniczych, takich jak: fasola, satata, orzeszki ziemne, papryka, ziemniak, tyton
i pomidor (120, 124). TSWV moze zaraza¢ na wszystkich etapach wzrostu ro$liny, od
wysadzenia do dojrzatosci. Jednak w przypadku tytoniu, mtodsze — aktywnie rosnace
rosliny wydaja si¢ by¢ bardziej podatne na infekcje niz starsze (145). Objawy na tytoniu
mogg mie¢ charakter pojedynczych, jasnych badz zottawych plam, ale moga sie tez
rozwing¢ do symptomow ogolnoustrojowych i nekroz. Pojedyncze objawy §wiadcza
o infekcji lokalnej. Infekcja z czasem staje si¢ ogdlnoustrojowa, kiedy z miejsca zaka-
zenia zostanie przeniesiona do systemu korzeniowego, gdzie wirus podlega replikacji
(25). Infekcja ogolnoustrojowa czesto wystepuje, gdy czynniki srodowiskowe, takie
jak temperatura, nawadnianie lub opady deszczu, powoduja nagly wzrost rosliny.
Infekcja ogélnoustrojowa prowadzi do nekroz lisci i pagkow wierzchotkowych. Czesto
wywotuje objawy widoczne na polowie powierzchni liscia oraz powoduje zagiecie
wierzchotka todygi, co wskazuje, ze wirus moze si¢ przemieszcza¢ w ksylemie (25).

Analiza porownawcza pelnych sekwencji genomu kilku izolatow TSWYV, w tym
brazylijskiego TSWV BR-01 pozyskanego z Nicotiana rustica, TSWV-YN z Che-
nopodium quinoa, TSWV-KP z Capsicum annuum, TSWV-1, TSWV-2 i TSWV-3
z pomidora i papryki oraz trzech hiszpanskich izolatow: LL-N.05 (typ dziki),
Pujol1TL3 (przetamujacy odpornos¢ warunkowang genem Sw-5) i PVR (przetamujacy
odpornos¢ warunkowang genem Tsw), wykazata ponad 90% identycznos$ci sekwencji
nukleotydow, co wskazuje na stosunkowo konserwatywny genom tego wirusa (29,
30, 35, 66, 83, 89). Na podstawie szczegotowej wiedzy o brazylijskim izolacie BR-01
pochodzacym z Nicotiana rustica, TSWV zostal sklasyfikowany jako jedyny cztonek
rodzaju Tospovirus w rodzinie Bunyaviridae (51, 52).

Historycznie de Avila i in. (32, 33, 34) wykazali, ze 21 izolatéw pochodza-
cych z r6znych obszaréw geograficznych i upraw mozna podzieli¢ na trzy odrgbne
serogrupy przy uzyciu przeciwciat poliklonalnych skierowanych przeciwko biatku
N kodowanemu przez tego wirusa. Wiekszo$¢ badanych izolatéw nalezato do serogru-
py L, w tym izolat typu BR-01. Izolaty serogrupy I stabo reagowaty z przeciwciatami
przeciwko wirusom serogrupy II i nie reagowaty z przeciwcialami wytworzonymi
przeciwko wirusom serogrupy III. Ponadto serogrupa II zostata podzielona na dwa
odrebne serotypy (34). Serogrupa III sktadata si¢ z niemal identycznych izolatow
z roslin niecierpka pochodzacych z USA (93) oraz Holandii (28, 32), r6zniacych sig¢
serologicznie catkowicie od wirusow serogrup 1111 (32, 33, 92, 93).
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Aby ustali¢ kryteria definiowania r6znych tospowiruséw jako gatunku, okreslono
1 porownano sekwencje nukleotydowe gendéw N i sktad aminokwasowy produktow
z siedmiu izolatéw wstepnie sklasyfikowanych w trzech serogrupach (32). Okreslono
sekwencje nukleotydowe genoéw nukleoproteiny (N) siedmiu izolatow tospowirusow
reprezentujacych trzy serogrupy i zastosowano je do ustalenia parametrow filoge-
netycznych w celu okreslenia gatunkow w obrebie rodziny Bunyaviridae. Wysoka
rozbieznos$¢ sekwencji (55,9% identycznos$ci na poziomie nukleotyddéw) zaobser-
wowano miedzy izolatami serogrupy I i izolatami serogrupy III. Izolaty serogrupy
Il zaymowaty pozycje posrednig. Ich geny N wykazuja 75% identyczno$ci z genami
izolatow serogrupy I 1 57% z genami izolatow serogrupy III. Podczas gdy izolaty
w obrebie serogrup I lub III majg prawie identyczne sekwencje, dwa izolaty BR-03
1 SA-05 z serogrupy Il znacznie réznity si¢ od siebie (82,1% identyczno$ci sekwen-
cji). Na podstawie sekwencji nukleotydowej gendw N izolaty nalezace do serogrupy
I sklasyfikowano jako wirus TSWYV, izolaty nalezace do serogrupy III jako wirus
nekrotycznej plamistosci niecierpka (INSV, ang. Impatiens necrotic spot virus),
a w obrebie serogrupy II wyodrebniono dwa dodatkowe gatunki: wirus chlorotycz-
nej plamistosci pomidora (TCSV, ang. Tomato chlorotic spot virus) i pierscieniowa
plamisto$¢ orzeszkdéw ziemnych (GCSV, ang. Groundnut chlorotic spot virus) (32).

Wiriony TSWV maja kulisty ksztatt i $rednice 80—120 nm. Zewnetrzna btona
sktada si¢ z lipoprotein zawierajacych dwie glikoproteiny — GN i GC, ktore odgrywaja
kluczowa role w tworzeniu czastek wirusa, dojrzewaniu i uwalnianiu w organizmie
gospodarza (114). Na powierzchni otoczki wirusa wystepuja w postaci kolcow (132).
Niedawno przewidziano tréjwymiarowe struktury tych dwéch biatek, ktore wykazaty,
ze koniec karboksylowy GN jest niezbedny do heterodimeryzacji z GC. Co wigcej,
badanie dokowania biatko-ligand przewidziato tunikamycyne i dystamycyne-A jako
najskuteczniejsze substancje dziatajace przeciwwirusowo w stosunku do TSWV (157).

Genom TSWYV sklada si¢ z rybonukleoprotein niosacych trzy rézne RNA: nié
genomowego RNA o ujemnej polaryzacji i dlugo$ci okoto 8,9 kb (RNA L) oraz dwa
ambisensowne RNA o dtugosciach okoto 4,8 kb (RNA M) i2,9 kb (RNA S). Kazdy
gen wirusa jest transkrybowany jako oddzielny mRNA, a nast¢gpnie wykorzystywany
do translacji jego produktéw biatkowych (166). Pierwszych dziewie¢ nukleotydéw na
koncu 3’ kazdego genomowego RNA jest wysoce konserwatywnych i ma odwrdcong
komplementarno$¢ w stosunku do koncow 5°, co utatwia parowanie zasad na koncach
1 tworzenie struktur typu panhandle, ktére sprawiaja, ze kazdy genomowy RNA ma
wyglad pseudokolisty (39, 79).

Po wejsciu do roslinnej komorki gospodarza genom wirusowy jest replikowany
w cytoplazmie dzigki aktywnosci zaleznej od RNA polimerazy RNA (RdRp), kodowa-
nej przez genomowy RNA L (83). Ta komplementarna ni¢ RNA L zawiera pojedyncza
ramke¢ odczytu (ORF), ktora koduje biatko RdRp o masie 331,5 kDa niezbgdne do
replikacji RNA (83, 170).
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RNA M koduje pojedyncza poliproteine, ktora jest prekursorem zarowno dla
glikoprotein GN, jak i GC. Pdzniej ta poliproteina jest trawiona proteolitycznie, aby
uzyskac¢ dojrzate biatka GN i GC o masach odpowiednio: 58 i 95 kDa (173).

RNA S koduje biatko nukleokapsydu (N) o masie 28,8 kDa. Funkcja biatka N jest
enkapsulacja wirusowego RNA w otoczce wirusa (133). W komorkach roslinnych
biatko N lokalizuje si¢ w cytoplazmie jako duze ciatka inkluzyjne (131), ktore moga
gromadzi¢ si¢ w sposob okotojadrowy (40, 110) i sa zwigzane z siecig zalezna od
aktyny i retikulum endoplazmatycznego (48, 49, 130). Biatko N oddziatuje z geno-
mowym RNA, a podczas sktadania czastek rybonukleoproteiny (RNP) zlozonych
z RdRp, biatka N i genomowego RNA sg otoczone cysternami aparatu Golgiego (81).
Te cysterny zawieraja biatka GN 1 GC, co powoduje powstawanie czastek wirusa
o podwadjnej otoczce (81), prawdopodobnie poprzez interakcje GN i GC z wirusowymi
RNP (130, 131). Czasteczki wirusa ostatecznie tgczg si¢ ze sobg i z btonami pocho-
dzacymi z retikulum endoplazmatycznego, tworzac w ten sposob duze pecherzyki,
ktore zostaja okryte pojedyncza otoczka (80, 81, 82). W tej formie wirus jest pobierany
przez owady (80, 81). Przypuszcza si¢, ze otoczkowanie umozliwia przenoszenie
wirusa przez wciornastki. Nie jest ono jednak konieczne do zainfekowania roslin,
o czym $wiadczy fakt, ze izolaty, ktore nie tworzg czastek otoczkowanych sg zakazne
dla ro$lin, ale nie podlegaja transmisji przez wciornastki (153).

Genomowe RNA M i RNA S koduja réwniez dwa niestrukturalne biatka o masach
33,6130kDa, ktore sa nazwane odpowiednio: NSmiNSs (61, 102). Biatka te okre§lane
sa biatkami niestrukturalnymi, poniewaz nie wystgpujag w wirionach i sa obecne tylko
w komorkach zakazonych przez TSWYV (166). Biatko NSm utatwia rozprzestrzenianie
si¢ wirusa w organizmie gospodarza, podczas gdy biatko NSs dziata jako supresor
wyciszania RNA, w celu pokonania bariery odpornos$ciowej gospodarza (161). Pod-
czas infekcji roslin patogeny wirusowe, w tym TSWYV, musza oming¢ mechanizmy
obronne gospodarza, takie jak wyciszanie RNA (15, 161). W roslinach biatko NSs
wigze male interferujace RNA (siRNA) i mikroRNA (miRNA), a takze dtugie dwuni-
ciowe dupleksy RNA (64, 143). Pozwala to na zahamowanie zar6wno miejscowego,
jak i systemowego wyciszania gendw u gospodarzy roslinnych (65, 67). Odpornos¢
papryki na TSWV warunkowana jest obecno$cig genu awirulencji Tsw (37, 105).
Jej skuteczno$¢ zalezy od budowy biatka NSs. Juz pojedyncza zmiana aminokwasu
w tym biatku w pozycji 104 (T—A) powoduje przetamanie tej odpornosci (6). Domena
N-koncowa w NSs jest wazna dla jego awirulencji i funkcji supresji wyciszania RNA
(36). Dwa konserwatywne motywy, GKV/T w pozycjach 181-183 i YL w pozycjach
412-413, maja kluczowe znaczenie dla wyciszania funkcji supresorowej NSs (185).
Biatka NSs sa powszechnie spotykane w bunyawirusach zakazajacych ro$liny i kre-
gowce (65). Wszystkie te biatka dziataja w wysoce skoordynowany sposob, co poma-
ga w wystapieniu infekcji TSWV w komorkach gospodarza. Prawidlowa interakcja
migdzy NSm i N jest wymagana do transportu wirusa z komorki do komorki przez
plasmodesmy (88). Ostatnio wytworzono strukture krystaliczng biatka N, pokazu-
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jac, ze to biatko ma domene sktadajacg si¢ z ptata N i C z dodatnio natadowanym
rowkiem i potencjalnym miejscem wigzania RNA. Ponadto stwierdzono, ze domeny
w biatku N sg flankowane przez ramiona N- i C-koncowe posredniczace w interakcjach
z sgsiednimi podjednostkami (61).

W przypadku biatek NSm i NSs, ktore sg kodowane w przeciwnej orientacji
w stosunku do pozostatych trzech biatek wirusowych, transkrypcja z komplementar-
nego RNA wirusa daje subgenomowe RNA do translacji tych produktéw biatkowych.
Jak wykazano w przypadku dwdéch subgenomowych RNA kodowanych przez RNA
S, transkrypcja jest terminowana przez konserwatywne motywy sekwencji na ich
koncach 3’ tworzacych strukture typu stem-loop (169), ktora zwicksza wydajnosé
translacji (58). Proces ten pozwala wirusowi na skuteczne wykorzystanie maszynerii
ekspresyjnej gospodarza w celu nadania priorytetu ekspresji jego wtasnych biatek. Co
ciekawe, analiza transkryptomu zakazonych roslin wykazata, ze infekcja wirusowa
zmienia réwniez metabolizm DNA gospodarza, potencjalnie wptywajac na ekspresje
1 przetwarzanie genow roslinnych podczas procesu infekeji (18, 24, 146).

Wsréd tospowirusdOw przenoszonych przez wciornastki TSWV znajduje sie
w pierwszej dziesigtce najwazniejszych ekonomicznie wiruséw roslinnych na Swiecie
(142). Wirus jest przenoszony w sposob trwaty wylacznie przez wciornastki, z ktérych
najskuteczniejszym jest wciornastek zachodni [Frankliniella occidentalis (Pergan-
de)], chociaz w przypadku tytoniu gtéwnym wektorem jest wciornastek tytoniowiec
(Thrips tabaci). Dla innych roslin wektorami mogg by¢ wciornastek melonowy (7hrips
palmi) czy wciornastek chili (Scirtothrips dorsalis) (140, 172, 174). Wciornastki to
bardzo mate owady (na ogoét <1 mm dlugosci), ktére nalezg do rzgdu Thysanoptera.
Szacuje sie, ze istnieje ponad 6000 gatunkéw wciornastkow (16). Najbardziej rozpo-
wszechnione 1 wydajne wektory TSWV sg polifagiczne, co sprzyja rozpowszechnieniu
wirusa wérdd wielu gatunkow roslin. Weiornastki sa niebezpieczne nie tylko dlatego,
ze przenoszg TSWYV, ale rowniez ze wzgledu na szkody wynikajace z ich zerowania
(97). Duze populacje wciornastkow na mtodych roslinach mogg powodowaé zaha-
mowanie wzrostu roslin i op6znia¢ dojrzewanie upraw.

Zwiazek miedzy wciornastkami a wirusem jest szczegdlny, poniewaz doroste
owady sa zdolne do przenoszenia TSWV tylko po tym, jak nabeda wirusa we wcze-
snym stadium larwalnym (168). Zakazenie i replikacja TSWV wewnatrz wciornast-
kow jest procesem ztozonym i podlega wielokrotnym interakcjom miedzy wirusem
a biatkami gospodarza. Podczas przemieszczania si¢ wirusa z jelita sSrodkowego do
gruczotow $linowych TSWV musi pokona¢ co najmniej sze$¢ barier blonowych
wewnatrz weiornastkow (173). Swiatlo jelita srodkowego wciornastkow jest miej-
scem, w ktorym zachodzi poczatkowa interakcja miedzy glikoproteinami TSWV
a receptorami jelita srodkowego, po ktérej wirus wnika do komorek jelita zywiciela
prawdopodobnie drogg endocytotyczng (173). Z wnetrza komorek jelita sSrodkowego
wirus jest przenoszony do sasiednich komorek jelita srodkowego, a takze nabywa-
ny przez larwy wciornastkow. Z komorek jelita srodkowego wirus przenosi si¢ do
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komorek miesni trzewnych i pierwotnych gruczotéw slinowych, gdzie sie replikuje.
Caly cykl namnazania wirusa wewnatrz wciornastkdw rozpoczyna si¢ od nabycia
wirusa przez wciornastki w ich stadiach larwalnych (L1 i L2), przetrwania wirusa
w stadiach poczwarki (P1 i P2) oraz akumulacji w gruczotach slinowych (113, 144).
Po zakazeniu gruczotow $linowych doroste osobniki podczas zerowania wraz ze $li-
ng uwalniajg wirusa do komorek roslinnych. W zwiazku z tym TSWYV replikuje si¢
zard6wno w wektorze, jak i w roslinie zywicielskiej. Wykazano, ze infekcja TSWV
zwigksza plodno$¢ wektora, bowiem wzrost jego populacji jest intensywniejszy na
zarazonych roslinach w stosunku do niezainfekowanych roslin (9, 106, 118, 151).
Badanie zalezno$ci migdzy mianem wirusa u dorostego wciornastaka zachodniego
a zdolnoscia zakazania ro$lin ujawnito silny pozytywny zwigzek miedzy mianem
wirusa a czestotliwoscia przenoszenia na gospodarza roslinnego, zarowno w przy-
padku wciornastkow meskich, jak i zenskich (141). Badania wskazuja, ze miano
wirusa lub jego zdolno$¢ do rozprzestrzeniania si¢ w ciele owada jest zwigzana
z kompetencja wektora, a staba transmisja TSWV moze wigzac¢ si¢ z niezdolnoscia
wirusa do przeniesienia si¢ z jelita srodkowego do gruczotéw slinowych. W bada-
niach Nagata iin. (113) TSWYV byt obecny w gruczotach $linowych kompetentnych
dorostych osobnikow wciornastkow 7. tabaci i F. occidentalis, ale nie zostat wykryty
w gruczotach slinowych dorostych osobnikéw niekompetentnych 7. tabaci, ktore byty
karmione na zainfekowanych liciach w pierwszych stadiach rozwojowych. Infekcje
u wceiornastkow z populacji niekompetentnej ograniczaty si¢ do tkanek jelita §rodko-
wego. Nieefektywna transmisja wirusa moze by¢ rowniez spowodowana ograniczong
replikacjg wirusa w populacjach 7. tabaci (17). Ponadto izolaty TSWV ro6znia si¢
wydajnos$cig przenoszenia przez wciornastki, a zmienno$¢ ta wynika ze zréznicowa-
nia genetycznego zarowno wirusa, jak i wektora, na ktorg ma rowniez wptyw roslina
zywicielska. Jacobson i Kennedy (73) wykorzystali linie izozenskie (litokotyczne)
T’ tabaci oraz izolaty TSWV pochodzace z kilku lokalizacji geograficznych i prze-
testowali skuteczno$¢ transmisji dla ré6znych kombinacji izolatow wirusa i wektora.
Eksperymenty wykazaty, ze genetycznie podobne wciornastki przenosity rozne izolaty
TSWYV z odmienng wydajno$cia, co wskazuje, ze zréznicowanie genetyczne wirusa
miato wplyw na jego transmisj¢. Dalsze badania wykazaty, ze ten sam izolat wirusa
byl przenoszony z r6zng wydajno$cig przez wielorakie izolinie wciornastkow.
Infekcja TSWV wyzwala odpowiedz immunologiczng Frankliniella occidentalis.
Ustalono, ze aktywowane geny ulegaly zwigkszonej transkrypcji i obejmowaty: geny
kodujace peptydy przeciwdrobnoustrojowe, takie jak defensyna i cekropina, geny
lektyny, ktora jest zaangazowana w rozpoznawanie patogenow, geny receptorow
aktywujacych wrodzona odpowiedz immunologiczng (Toll-3) oraz geny kodujace
elementy szlakéw transdukcji sygnalu aktywowane przez receptory Toll-3-podob-
ne, takie jak kinaza JNK (107). Chociaz wigkszos$¢ udokumentowanych skutkow
obecnosci wirusa jest pozytywna, istnieja rowniez doniesienia o negatywnym (31,
159) i neutralnym (176) wptywie TSWV na wciornastki. W przeciwienstwie do
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F occidentalis, w przypadku hodowli wciornastkow Frankliniella fusca na roslinach
zakazonych TSWV czas ich rozwoju do osiggni¢cia dojrzatosci jest wydtuzony,
a przezycie 1 wielko$¢ dorostych osobnikdéw zmniejszona i dodatkowo modulowana
przez czynniki biotyczne i abiotyczne (159). Efekty te zalezaty od izolatu TSWV
1 byty silniejsze w wyzszych temperaturach. Glikoproteiny TSWV odgrywajg glow-
ng role w catym cyklu zyciowym wirusa wewnatrz wciornastkow. Wykazano, ze
glikoproteina GC jest prawdopodobnie wirusowym biatkiem fuzyjnym analogicz-
nym do podobnych biatek w bunyawirusach zakazajacych zwierzeta, podczas gdy
mutacje w ORF glikoproteiny GN powoduja utrate zdolnosci przenoszenia TSWV
przez weiornastki (114, 153). Stwierdzono, ze specyficzna niesynonimiczna mutacja
w ORF glikoproteiny GN hamuje przenoszenie wirusa przez wciornastki, jednak nie
wplywa na tworzenie wirionow (153). W przeciwienstwie do tego zjawiska mutacje
delecyjne w ORF glikoprotein majg wplyw na tworzenie otoczki wirusa i utrate zdol-
nosci do jego transmisji przez wciornastki (114). Testy wigzania in vivo wykazaty, ze
rozpuszczalna forma glikoproteiny GN TSWV wiaze si¢ z komoérkami nabtonka jelita
srodkowego wciornastkow i zmniejsza przyswajanie TSWYV, co wskazuje, ze GN moze
dziata¢ jako wirusowy ligand, ktéry posredniczy w przytaczaniu TSWV do recepto-
row jelita srodkowego wceiornastkow (175). Ponadto zaobserwowano, ze karmienie
wciornastkow glikoproteing GN powoduje znaczne zmniegjszenie przenoszenia przez
nich wirusa, co sugeruje, ze transmisj¢ TSWV przez wciornastki mozna ograniczy¢
przez egzogenng aplikacje wirusowej glikoproteiny (173). Oprécz glikoprotein wy-
kazano rowniez udzial bialka NSs w przenoszeniu wirusa przez wciornastki (105).
Zaobserwowano, ze TSWV niosace skrocone biatko NSs nie moze by¢ przenoszone
przez wciornastki, co wskazuje na kluczowa rolg biatka NSs w transmisji TSWV
przez te owady (105).

Wsréd mechanizméw molekularnych lezacych u podstaw interakcji wirus—wciorna-
stek—roslina Abe iin. (1) wykazali rolg antagonistycznego dzialania migdzy kwasem
salicylowym (SA) i kwasem jasmonowym (JA) w indukowanej systemicznej odpor-
nosci roslin przeciwko patogenom. Autorzy zasugerowali, ze zwickszona wydajnos¢
wciornastkéw na roslinach zakazonych TSWYV byla spowodowana zmniejszeniem
obrony roslin regulowanej przez kwas jasmonowy (JA), ktoéra u roslin zakazonych
wirusem byta ttumiona przez wzrost odpowiedzi obronnych regulowanych przez
kwas salicylowy (SA). Inne badania dowodza, ze niestrukturalne biatko NSs hamuje
biosyntez¢ monoterpendéw, o ktérych wiadomo, ze sg repelentami F. occidentalis
poprzez bezposrednig interakcje z czynnikami transkrypcyjnymi MYC, kluczowymi
regulatorami szlaku sygnatowego kwasu jasmonowego (JA) (180).

Od chwili wprowadzenia zainfekowanego materiatu ro§linnego na dany obszar,
to wciornastki zaczynaja odgrywac kluczowsa rolg w rozprzestrzenianiu si¢ wirusa.
W zwigzku z tym ilo$¢ poczatkowego inokulum, liczba gatunkéw weiornastkow i po-
datnych roslin zywicielskich sg waznymi czynnikami w rozprzestrzenianiu si¢ wirusa
w warunkach polowych (26). Poniewaz tylko wciornastki, ktére nabyty wirusa jako
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larwy sa w stanie przenosi¢ wirusa jako osobniki doroste (174), dlatego kluczowe
dla rozprzestrzeniania si¢ wirusa stajg si¢ czynniki pogodowe i klimatyczne, ktore
sprzyjaja wzrostowi, rozmnazaniu i przemieszczaniu si¢ wciornastkow z rosliny na
ro$ling (124). Nawietrzne krawedzie pol, gdzie wystepuja zainfekowane wirusem
TSWYV chwasty, w poblizu upraw polowych, sg bardziej podatne na zakazenie (177).
Wirus moze przetrwac zarowno w gospodarzach roslinnych, jak i owadzich, a szeroki
zakres zywicieli roslinnych umozliwia wirusowi przetrwanie i zimowanie w réznych
chwastach. Rowniez klimat, w ktorym ani temperatura, ani opady nie zaktocaja wzrostu
chwastow oraz populacji wciornastkdw, sprzyja rozprzestrzenianiu si¢ TSWV (21,
112). Waznym aspektem ograniczania rozwoju infekcji TSWYV jest zastosowanie
insektycydoéw lub wprowadzenie dostepnych w handlu drapieznikéw wciornastkow,
takich jak Amblyseius cucumeris, Hypoaspismiles 1 Orius insidiosus (134). Mozna
rowniez zastosowac zabiegi kulturowe polegajace na izolacji upraw, wykorzystaniu
siatek ochronnych lub innych sposobdw ograniczania populacji wektorow (27, 124).
Innym sposobem walki z TSWV jest wysadzenie roslin wolnych od choroby oraz
minimalizowanie obecno$ci chwastow i samosiewow na polach (77, 124). Stosowa-
nie chemicznych $rodkéw do zwalczania wciornastkow doprowadzito do rozwoju
populacji wciornastkow odpornych na insektycydy (11), a $srodki owadobdjcze do-
listne sg czesto stosunkowo nieskuteczne w hamowaniu rozprzestrzeniania si¢ wirusa
w warunkach polowych (26, 124). Najskuteczniejsza metoda ograniczania infekcji
powodowanych przez TSWV i zapobiegania jego rozprzestrzenianiu si¢ jest wdrazanie
do uprawy odmian odpornych. Takie odmiany wprowadzono u pomidora (gen Sw-5)
i papryki (gen Tsw), a w przypadku tytoniu prowadzone sa prace hodowlane w tym
kierunku (12, 158, 165). Poniewaz dostepne zrodta odpornosci na TSWYV sg ograniczo-
ne, a dodatkowo w ostatnich latach coraz czg$ciej pojawiaja si¢ izolaty wirusa przela-
mujace wymienione zrodla odpornosci, prowadzone sg badania nad transgenicznymi
odmianami odpornymi. Poprzez wprowadzenie wirusowego materialu genetycznego
do genomu gospodarza mozna aktywowac naturalny mechanizm obrony roslin przed
wirusami — wyciszanie RNA. W wielu przypadkach udato si¢ uzyskac taka odpornos¢
na wirusy (14, 126). Obecnie jednak Zadne odmiany transgeniczne nie sa dostepne
na rynku. Niedawne odkrycie, ze dwuniciowy RNA ma dzialanie owadobojcze
u wciornastkow, otwiera mozliwosci opracowania nowych metod ograniczania popula-
cji wektora (8). Odpornos¢, ktora zmniejsza przezywalno$¢ lub ptodnos¢ weiornastkow
prawdopodobnie pomoglaby w opanowaniu rozprzestrzeniania si¢ wirusa, szczegdlnie
ze wceiornastki muszg nabywac wirusa jako larwy i nie moga tatwo przemieszczac si¢
migdzy roslinami, az do osiagniecia dorostosci.
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BIOLOGIA I WYSTEPOWANIE
SCLEROTINIA SCLEROTIORUM (LIB.) DE BARY W UPRAWIE TYTONIU
I CHMIELU ORAZ MOZLIWOSCI JEJ OGRANICZANIA"

Stowa kluczowe: Sclerotinia sclerotiorum, tyton, chmiel, biologia, metody ograniczania

Wstep

Gatunek Sclerotinia sclerotiorum zaliczany jest do patogendow roslinnych o naj-
wickszym znaczeniu ekonomicznym, a takze jest jednym z najbardziej powszechnych
na $§wiecie. Jak podaje Purdy (54), polifag ten do lat 80. XX wieku zidentyfikowany
zostal na 383 gatunkach, natomiast w roku 2008 podawano juz, ze poraza ponad
400 gatunkéw (57). Na podstawie przegladu literatury mozna wnosi¢, ze istnieje wigcej
niz 60 nazw uzywanych do okreslenia choréb powodowanych na roslinach przez ten
patogen (54). Wielokrotnie pojawiajagcym si¢ w literaturze okresleniem choroby jest
biata zgnilizna (ang. white mold). W Polsce najczgsciej spotykanymi nazwami choréob
wywotywanych przez S. sclerotiorum jest zgnilizna twardzikowa (tab. 1), biata plesn
oraz zgorzel todyg (61).

Tabela 1
Charakterystyka sprawcy zgnilizny twardzikowej — S. sclerotiorum
Kryteria Charakterystyka
Sprawca choroby twardnica pasozytnicza, grzyb Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary
Nazwy choroby w jezyku zgmh‘zna twa.r (.121kowa
; biata zgnilizna
polskim

zgorzel todygi

*Opracowanie wykonano w ramach zadania 7.1 pt. ,,Opracowanie i aktualizacja Programéw inte-
growanej ochrony ro$lin uprawnych w zakresie tytoniu i chmielu” z dotacji budzetowej przeznaczonej
na realizacj¢ zadan MRiRW w 2022 r.
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cd. tab. 1
Kryteria Charakterystyka
. White Mold
Nazwy choroby w jezyku Sclerotinia Stalk Rot
angielskim

Sclerotinia disease

Domena: Eukarionty (Eukaryota)
Krolestwo: Grzyby (Fungi)

Typ: Workowce (4scomycota)
Klasa: Patyczniaki (Leotiomycetes)
Systematyka Rzad: Tocznikowce (Helotiales)
Rodzina: Twardnicowate (Sclerotiniaceae)

Rodzaj: Twardnica (Sclerotinia)
Gatunek: Twardnica pasozytnicza
(Sclerotinia sclerotiorum (Libert) de Bary)

Warunki sprzyjajace wiosna — wilgotna i chlodna pogoda;
rozwojowi lato — wilgotna i ciepta pogoda

rzepak, tyton, marchew, pietruszka, burak, ogorek, pomidor, fasola,

Roslina-gospodarz . o -
soja, stonecznik, inne rosliny warzywne

jasnobrazowe, szare nekrozy; mokre, gnijace plamy, biala grzybnia;

Objawy choroby objawy wigdnigcia; formowanie czarnych sklerocji

Zwalczanie fungicydy, biopreparaty na ba.21e pozytec;nych grzybow lub bakterii,
zabiegi agrotechniczne

Struktury przetrwalne sklerocja

Zrédto: opracowanie whasne
Historia wystepowania Sclerotinia sclerotiorum

Patogen grzybowy Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary jest szeroko rozpo-
wszechnionym w przyrodzie czynnikiem chorobotworczym wielu gatunkow roslin.
Rozpoznany zostal dosy¢ wcezesnie i byt réznie nazywany. W 1837 r. gatunek ten
zostal po raz pierwszy opisany przez Madame M.A. Libert, ktéra uzywata nazwy
Peziza sclerotiorum Lib. (39), do czasu gdy zostala ona zmieniona na Sclerotinia
libertiana przez Fuckela (54). Natomiast od roku 1884 de Bary po raz pierwszy
uzyt nazwy Sclerotinia sclerotiorum 1 do dnia dzisiejszego jest ona stosowana przez
wickszos¢ mykologow (7). Pierwsze doniesienia o wystgpowaniu S. sclerotiorum
dotyczytly uprawy sataty (Lactuta sativa) w warunkach szklarniowych w 1890 r.
w stanie Delaware w USA (69). Wowczas wyodrebniono dodatkowe gatunki na
podstawie wielkos$ci sklerocjow i roslin zywicielskich: Sclerotinia sclerotiorum,
Sclerotinia libertiana oraz Sclerotinia minor. Jak podaje Purdy (54), wyodrebnienie
izolatow grzybowych na podstawie wielkosci sklerot i powigzanie ich z okreslo-
nymi roslinami zywicielskimi postuzyto do wyroéznienia dodatkowych gatunkdw:
S. intermedia Ramsey, S. serica Keay, S. trifoliorum Eriks. var. fabae Keay, S. sativa
Drayton and Groves. Spo$rod wymienionych powyzej gatunkdw powszechnie przyjeto
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trzy wazne gospodarczo gatunki: S. minor Jagger, S. trifoliorum Eriks oraz S. sclerotio-
rum (Lib.) de Bary (7). Gatunki te rozr6znia si¢ na podstawie ich roslin zywicielskich.
Najbardziej niespecyficznym gatunkiem jest S. sclerotiorum wystepujacy zarowno
w klasie nagonasiennych (Gymnospermae), jak i okrytonasiennych (Angiospermae).
Natomiast S. minor infekuje tylko rosliny w podklasie dwulisciennych (Dicotyledonae)
i jednolisciennych (Monocotyledonae) w dziale roslin nasiennych (Spermatophyta)
w obrebie klasy Angiospermae, a S. trifoliorum ma zasieg ograniczony do roslin
straczkowych, pastewnych (57).

S. sclerotiorum jest wszechobecnym patogenem wystepujacym na catym swiecie.
Poraza 408 gatunkow z 75 rodzin roslin dwulisciennych, gldwnie nalezacych do
rodzin: psiankowate (Solanaceae), krzyzowe (Cruciferae), selerowate (Apiaceae),
astrowate (A4steraceae), komosowate (Chenopodiaceae) (obecnie rodzina szarlato-
wata — Amaranthaceae) 1 bobowate (Fabaceae) (6,33, 67). W Polsce S. sclerotiorum
poraza migdzy innymi: rzepak, tyton, marchew, pietruszke, buraka, ogérka, pomidory,
fasole, soje, stonecznik, a takze inne rosliny warzywne (36). Na terenie naszego kra-
ju wysokie szkody wyrzadza w uprawach rzepaku ozimego (straty plonu do 30%),
a w mniejszym stopniu rzepaku jarego i tytoniu (34, 61).

Jak podaje Boland i Hall (6), tylko kilka gatunkow nalezacych do roslin jed-
noli§ciennych ulega infekcji S. sclerotiorum, tj.: Avena sp., Secale cereale, Triticum
aestivum, Sorghum vulgare, Setaria viridis, Penisetum americanum, Zea sp.

Szkodliwos¢ Sclerotinia sclerotiorum

S. sclerotiorum jest destruktywnym patogenem grzybowym z uwagi na zdolno$¢
do infekowania ro$lin na kazdym etapie ich rozwoju: od mtodej siewki do dojrzalej
ros$liny wytwarzajacej owoce, zarowno w polu, jak i w czasie ich przechowywania.
Poza tym patogen ten moze przetrwa¢ 90% swojego zycia w formie spoczynkowej
w postaci sklerocji (51). Dzigki tym strukturom patogen jest w stanie przeczekac
w glebie niedogodne dla swego rozwoju warunki, a takze brak w otoczeniu rosliny-
-gospodarza, stajac si¢ w ten sposob zrodlem infekcji w kolejnych latach uprawy
(2, 73).

Grzyb S. sclerotiorum moze atakowac rosliny tytoniu juz na etapie produkcji roz-
sady lub w poczatkowych stadiach rozwoju tytoniu w polu. Jednak gtéwnych znisz-
czen patogen ten dokonuje w drugiej polowie lata, zwlaszcza przy korzystnych dla
jego rozwoju warunkach klimatycznych. Porazenie roslin nastepuje wowczas bardzo
szybko, a dynamika rozwoju choroby prowadzi¢ moze do catkowitego zniszczenia
plantacji tytoniu. Stosowana w uprawie tytoniu monokultura jest drugim czynnikiem
sprzyjajacym rozwojowi choroby. Nalezy pamietac o tym, ze rokroczne nagromadze-
nie w glebie czynnika infekcyjnego w postaci sklerocji stwarza wysokie ryzyko dla
uprawy tytoniu i wystgpienia choroby na plantacji (5).
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Szkodliwos¢ S. sclerotiorum w uprawie chmielu jest rownie wysoka jak w przy-
padku innych upraw rolniczych i moze prowadzi¢ do stopniowego wyniszczenia rolin
chmielu na plantacji. Nalezy pamigta¢ o tym, iz ro§liny chmielu rosng na plantacji
przez kilkanascie lat. Stad bardzo wazna jest zdrowotnos¢ materiatu nasadzeniowego,
a takze stanowisko pod uprawe. S. sclerotiorum jest patogenem grzybowym pozosta-
jacym w glebie w postaci sklerocji kilka lat. Nalezy zatem wystrzegac si¢ zaktadania
plantacji chmielu na glebach, gdzie uprawiany byt wczesniej rzepak, tyton, stonecznik,
czy inna roslina bgdaca gospodarzem S. sclerotiorum.

Morfologia grzyba

Wzrost kolonii S. sclerotiorum jest bardzo szybki na pozywce PDA (ang. Potato
Dextrose Agar), gdyz juz po 4-dniowej inkubacji w temperaturze 24°C kolonia osia-
ga $rednice 4-8 cm, a po 68 dniach grzybnia przerasta niemal cata szalke Petriego
(rys. 1). Optymalna dla wzrostu kolonii jest temperatura w zakresie 15-25°C i pH
podtoza 4-5,5. Na ogdt grzybnia jest puszysta i biala (czasem hialinowa — przezro-
czysta), ale zdarzaja si¢ izolaty w odcieniu szarawym badz kremowym. Strzepki
grzybni sa wielojadrowe i rozgateziajace si¢ (7). Po dluzszej hodowli (2-3 tygodnie),
aczasem po 5 dniach na obrzezach szalki tworza si¢ ciemne przetrwalniki — sklerocja
(rys. 2 1 3). Sklerocjum jest skupiskiem strzepek, ktore w swej zewnetrznej warstwie
zawieraja melanine, stad czarna barwa struktur. Jak podaje literatura, u niektérych
patogenow melanina odgrywa kluczowa role w ochronie przed niekorzystnymi wa-
runkami §rodowiska, a takze przed rozktadem przez mikroorganizmy (4, 25) badz
wplywa na stopien wirulencji (63). Jednak w przypadku S. sclerotiorum zaleznosci
pomiedzy patogeniczno$cia a melaning nie stwierdzono (57). Skleroty moga by¢
owalne, kuliste badz wydtuzone z ostrymi konicami. Ich srednica wynosi 2—12 mm (1),
a rozmiary i ksztalty moga rézni¢ si¢ w zaleznosci od rosliny-gospodarza. Na przy-
ktad na stoneczniku sklerocjum okrywajace warstwe nasion moze mie¢ grubos$¢ 1 cm
i osiggac $rednice 35 cm, podczas gdy na fasoli suchej sklerocja majg ksztatt kulisty
1 2-10 mm $rednicy (7). Wewnetrzna czes¢ sklerocjum — medulla, jest osadzona we
wioknistej macierzy sktadajacej si¢ z weglowodanow (glownie B-glukanow) i biatek
(38). Scharakteryzowano 3 etapy rozwoju sklerocjum (64). Pierwszy to inicjacja,
w ktorej nastepuje agregacja grzybni i utworzenie biatej masy zwanej zaczatkami
sklerocyjnymi (ang. sclerotial initial). W drugim etapie odbywa si¢ wzrost grzybni
i jej dalsza agregacja, czyli zwiekszenie rozmiaru sklerocjum. Z kolei trzeci etap to
dojrzewanie sklerocjum polegajace na rozgraniczeniu warstwy zewnetrznej, odkta-
daniu melaniny w komorkach peryferyjnych i wzmocnieniu wewnetrznym. Wedtug
Christiasa i Lockwooda (10) sklerocja sa wytwarzane po tym, jak wzrost grzybni
napotyka na srodowisko o ograniczonej zawartosci sktadnikow odzywczych. Wykaza-
no réwniez, ze pH pozywki w warunkach laboratoryjnych wplywa na rozwoj sklerocji.
Przy odczynie zasadowym lub neutralnym podtoza hodowlanego spada zdolnosc¢ ich
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wytwarzania (55). Ponadto neutralne i zasadowe pH zwigksza kumulacje silnej myko-
toksyny wytwarzanej przez S. sclerotiorum jaka jest kwas szczawiowy. Na podstawie
zdolno$ci do wytwarzania kwasu szczawiowego, szybko$ci przerastania i opano-
wywania rosliny-gospodarza, zdolnos$ci do tworzenia apotecjow oraz polimorfizmu
DNA wyrdzniono patotypy S. sclerotiorum (60). Nie wykazano zalezno$ci pomigdzy
patogeniczno$cig a zabarwieniem kolonii czy tempem jej wzrostu (21). Stwierdzono,
iz oprocz wartosci pH wptyw na formowanie sklerocji maja, miedzy innymi: tempe-
ratura, $wiatto, dostgpnos¢ sktadnikow odzywczych oraz potencjat osmotyczny (57).
Struktury te odgrywaja kluczowa role w cyklu chorobowym, poniewaz wytwarzaja
inokulum i sa podstawowymi strukturami przetrwania dtugoterminowego (67), za-
chowujacymi zywotno$¢ do 8 lat w glebie (1, 7).

Rys.1. Szesciodniowa kultura S. sclerotiorum na podtozu 2 PDA; a — awers szalki, b — rewers szalki
Zrédto: D. Czarnecka
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Rys. 2. Dwudziestodniowa kultura S. sclerotiorum na pozywce %> PDA.
Na zdjeciu widoczne czarne sklerocja

Zrodto: D. Czarnecka

Rys. 3. Kolonia S. sclerotiorum na podtozu %2 PDA po 6 dniach od wytozenia fragmentu pgdu chmielu
z objawami infekcji
Zrodto: D. Czarnecka
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Wsrdd czynnikdéw negatywnie wptywajacych na przezywalnosc¢ sklerocji wymie-
nia si¢ glebokos$¢ ich zakopania w glebie, catkowite zalanie (podtopienie) woda czy
wysokie temperatury (12, 18, 43, 49, 70). Zatopione w wodzie sklerocja rozpadaja si¢
catkowicie w ciggu 14-45 dni (43, 49). Do podobnych wnioskow doszli Cosic i in.
(12), ktorzy wykazali, ze w przypadku ciagtej powodzi sklerocja zakopane w glebie
na glebokosci 5 cmulegaja catkowitej degradacji. Jednakze istnieje wiele sprzecznych
doniesien na temat wptywu glgbokosci profilu glebowego na przezywalnos¢ sklero-
cji. Struktury te umieszczone w glebie gtebiej (10—13 cm) pozostaja dtuzej zywe niz
te z gornej warstwy gleby (5 cm) (12). Do odmiennych wnioskéw doszli Duncan
i in. (18), wykazujac, iz zywotnos$¢ sklerocji malata wraz z glebokos$cia. Zjawisko
to wystepowato niezaleznie od terminu pobierania probek w sezonie wegetacyjnym.

S. sclerotiorum nie posiada stadium konidialnego. Jednak, jak podaje Kochman
(32), na strzgpkach lub pomiedzy workami na osobnych kroétkich strzepkach grzybni
moga powstawac w tancuszkach mikrokonidia. Powstajg one na ptasko zakonczonych
fialidach. Obserwuje si¢ je bardzo rzadko, zazwyczaj po dtugim czasie hodowli na
podtozu wyczerpanym ze sktadnikoéw odzywczych (16). Mikrozarodniki nie biora
udzialu w infekcji ani w rozprzestrzenianiu si¢ choroby, nie kietkuja, a ich znaczenie
w biologii grzyba jest nieznane (7).

Cykl rozwojowy twardnicy pasozytniczej (S. sclerotiorum)

Patogen S. sclerotiorum jest zdolny do reprodukcji z udziatem sklerot w sposob
bezptciowy (myceliogeniczne kietkowanie sklerocji) oraz w sposob piciowy (karpo-
geniczne kietkowanie sklerocji) (3). Na porazonych roslinach patogen wytwarza biata,
puszysta grzybnie, natomiast po kilku dniach produkowane sa sklerocja.

Kietkowanie karpogeniczne sklerocji odbywa si¢ poprzez produkcje matych
(5-10 mm $rednicy), brazowych, miseczkowatych struktur zwanych apotecjami, ktore
zawieraja zarodniki ptciowe — askospory (67). S. sclerotiorum uwazany jest za patogen
rozwijajacy sie¢ w srodowisku glebowym (ang. soilborne), ale infekcja w wiekszosci
przypadkow nastepuje poprzez askospory unoszone przez wiatr (ang. airborne) (59).
Procesowi kielkowania sklerocji oraz wytwarzaniu askospor sprzyja wilgotna, chtodna
gleba i temperatura powietrza pomiedzy 4—18°C. Jednakze wymagania temperaturowe
sg rozne w zaleznos$ci od pochodzenia izolatow Sclerotinia (11, 52, 72). Clarkson
iin. (11) wykazali, ze skleroty kondycjonowane w chtodzie, umieszczone w gornej
warstwie gleby produkuja apotecja po 2—6 tygodniach w temperaturze 15°C. Apotecja
pekaja i uwalniaja tysigce askospor, ktore sa z wiatrem przenoszone w obrebie tanu
na ro$liny sasiednie, a takze na odlegly obszar. Askospory wymagaja okreslonych
warunkow srodowiskowych do wykietkowania i zainfekowania roslin. Jak podaja
dane literaturowe, do wykietkowania askospor odpowiednie sa temperatura w zakre-
sie 15-25°C 1 wysoka wilgotnos$¢, wystepujace przez wiecej niz 48 godzin (11, 14,



98 Diana Czarnecka

66, 72). Wrazliwe tkanki roslinne, takie jak ptatki kwiatéw lub starzejace si¢ liscie,
porazane sg jako pierwsze i stanowig zrodto sktadnikow odzywczych dla rozwijaja-
cej si¢ grzybni Sclerotinia, ktdra rozrastajac si¢, infekuje inne tkanki roslinne (40).
W rzepaku dominujagcym zrddlem infekcji sa zainfekowane starzejace si¢ ptatki
kwiatow, ktore spadajg i osadzajg si¢ na osiach lisci lub gat¢ziach todyg (14, 62).

Do infekcji roslin moze dochodzi¢ rowniez poprzez myceliogeniczne kietko-
wanie przetrwalnikdéw (sklerocji) znajdujacych si¢ na tkankach roslin lub poprzez
bezposredni kontakt strzepek grzybni z innymi chorymi roslinami. Jednak wedtug
Link iJohnson (40) ten sposob infekc;ji jest stosunkowo rzadki u innych gatunkéw:
S. sclerotiorum 1 S. trifoliorum. Zbadano, iz kluczowym czynnikiem sprzyjajacym
kietkowaniu grzybni jest wilgo¢ i ekstremalne temperatury (37).

W wyniku infekcji S. sclerotiorum do tkanek ro$liny jest wydzielany kwas
szczawiowy, ktory poprzez zakwaszenie i ttumienie reakcji obronnych gospodarza
odgrywa znaczacg role w patogenezie (59, 68). Wykazano, ze mutanty S. sclerotio-
rum niezdolne do produkcji kwasu szczawiowego nie wytwarzaly sklerocji oraz byty
niepatogeniczne dla roslin (23). W ostatnich badaniach stwierdzono, ze to nie kwas
szczawiowy jest niezbedny do wywotania choroby, ale raczej jego kwasny odczyn
(71). Denton-Giles i in. (15) badali patogenicznos$¢ rdéznych izolatow Sclerotinia
w rzepaku i zaobserwowali zwigzek pomiedzy agresywnoscig patogenu a jego zdolno-
$cig do zakwaszania swojego srodowiska. Wydaje si¢, iz ta zdolno$¢ do wyczuwania
1 zmiany pH w swoim otoczeniu umozliwia mu przetrwanie w réznych warunkach
oraz czyni go jednym z najbardziej skutecznych patogenow roslin (51).

Rozwdoj choroby i typowe objawy na ro$linach tytoniu

S. sclerotiorum moze infekowac tyton juz w fazie siewki i wowczas mtode rosliny
w rozsadzie pokrywa biatawa grzybnia, a w konsekwencji siewki gnijg i obumieraja.
Na plantacjach tytoniowych nasilenie zgnilizny twardzikowej obserwowaé mozna
w drugiej potowie lata, kiedy to w sprzyjajacych rozwojowi choroby warunkach cieptej
1 wilgotnej pogody, porazenie tytoniu nastepuje dos$¢ szybko. W rozprzestrzenianiu
infekcji S. sclerotiorum na plantacji sprzyja réwniez okres zbioréw lisci tytoniu.
Grzyb wnika do tkanek rosliny poprzez rany powstate podczas zrywania lisci badz
w momencie wykonywania zabiegu pasynkowania. Objawy chorobowe widoczne s3
wowczas najczesciej na todydze tytoniu. Szarobrunatne zmiany chorobowe rozszerzaja
sie ku gorze, obejmujac znaczng czes¢ todygi. Na todydze tytoniu widoczne sa §lady
bialej grzybni, a takze formujace si¢ sklerocja (rys. 4). Porazona todyga brunatnieje
i gnije. Infekcja przedostaje si¢ do tkanek rdzenia fodygi, na skutek czego jej wnetrze
staje si¢ poczatkowo wodniste, po pewnym czasie plesnieje 1 wysycha, a na koncu
wypetnia si¢ watowatg grzybnig i sklerocjami (rys. 5 1 6). Porazone ro$liny wigedna,
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a w konsekwencji zasychajg. Sklerocja mogg powstawa¢ wewnatrz porazonej todygi,
a takze na jej zewnetrznej stronie. Patogen poraza rowniez licie i torebki nasienne (17).

Rys. 4. Zmiany chorobowe zgnilizny twardzikowej na todydze tytoniu, widoczna postgpujaca
ku gorze pedu nekroza, a takze $lady biatawej grzybni i czarne sklerocja

Zrodto: D. Czarnecka

Rys. 5. Wnetrze todygi tytoniu z objawami gnicia na skutek infekcji S. sclerotiorum
Zrodto: D. Czarnecka
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a) =

Rys. 6. Wyschnigte wnetrze todygi tytoniu porazonej S. sclerotiorum (a) oraz zréznicowane formy
brunatno-czarnych sklerocji (b)

Zrodto: D. Czarnecka
Rozwaéj choroby i typowe objawy na roslinach chmielu

Patogen ten rzadko powoduje choroby na plantacjach chmielu (35, 42). W Polsce
po raz pierwszy stwierdzono wystgpowanie zgnilizny twardzikowej na roslinach
chmielu w czerwcu 2021 r. na plantacji obsadzonej odmianami Lubelski oraz Magnum,
zlokalizowanej w wojewddztwie lubelskim (Skomra 2021, dane niepublikowane).
Porazenie roslin chmielu zwykle wystepuje pézng wiosng w warunkach chtodne;j
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i wilgotnej pogody. Choroba rozwija si¢ na pedach, w czesci potozonej blisko po-
wierzchni gleby lub tuz pod powierzchnia, a niekiedy objawy moga wystepowac
rowniez w wyzszych czesciach pedow (1-2 m) lub na lisciach (35). Porazone pedy
i liscie wiedna, a nastepnie zasychaja (rys. 7). Infekcji S. sclerotiorum na chmielu
sprzyja uszkodzenie tkanek, np. podczas obsypywania gleba dolnych czesci pedow
(42). Na porazonych pedach pojawia si¢ mokra zgnilizna ze $ladami biatej grzybni
(rys. 8), z ktorej rozwijaja si¢ skleroty o nieregularnym ksztalcie i zréznicowanej
wielko$ci (5-25 mm x 2—7 mm) (rys. 9). Duze nasilenie choroby moze prowadzi¢
do znacznych strat w uprawie chmielu (42).

= Ty

Rys. 7. Porazone S. sclerotiorum pedy 1 liscie chmielu wiedna, a naste¢pnie zasychaja
Zrodho: U. Skomra
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Rys. 8. Porazone przez S. sclerotiorum pedy chmielu na plantacji.
Na pedach widoczna biata grzybnia w miejscach infekcji oraz czarne sklerocja (czerwone strzaltki)

Zrodto: U. Skomra
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Rys. 9. Sklerocjum — struktura przetrwalna S. sclerotiorum

Zrodto: U. Skomra
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Metody zwalczania zgnilizny twardzikowej

W przypadku choréb powodowanych przez S. sclerotiorum, tak jak i w innych
chorobach grzybowych, nie ma pojedynczej metody pozwalajacej skutecznie kon-
trolowac rozprzestrzenianie si¢ zgnilizny twardzikowej. Wsrod stosowanych metod
ochrony wymienia si¢ zabiegi agrotechniczne, selekcje uprawianych odmian pod
wzgledem odpornosci, a takze ochrone chemiczng i biologiczna (52).

Wsrod zabiegdw agrotechnicznych stosowanych w ograniczaniu choroby znajduja
si¢: odpowiedni plodozmian, ptuzny system uprawy, dobor odpornych odmian do
uprawy, unikanie zaggszczania tanu, a takze zraszania. Badania nad ptodozmianem
wykazaty niespojne i sprzeczne wyniki. Stwierdzono, ze ptodozmian trwajacy od 2
do 4 lat zmniejsza nasilenie zgnilizny twardzikowej soi poprzez zmniejszenie liczby
sklerocji w glebie (24, 48, 56). Natomiast wczesniejsze badania, prowadzone w 1978 1.
przez Schwartz i Steadman (58), wykazaly, iz 3-letni ptodozmian nie zmniejszyt
znaczaco populacji sklerocji. Ze wzgledu na dtugotrwatg zdolno$¢ przezywania
sklerocji zalecane jest poznanie historii upraw stosowanych na danym polu w celu
okreslenia poziomu inokulum w glebie. Z uwagi na szeroki zakres zywicieli S. sclero-
tiorum 1 wysoka zdolno$¢ do przetrwania w niekorzystnych warunkach, ptodozmian
nie jest skutecznym $rodkiem kontroli, ale moze obnizy¢ poziom inokulum w glebie.
Zabiegi uprawowe rowniez mogg wplywac na zawarto$¢ inokulum, jakim sa sklerocja
w glebie. Istniejg jednak sprzeczne informacje, gdyz, jak podaje Mueller i in. (50),
ptytkie bronowanie utrzymuje porazone $ciernisko na powierzchni gleby lub w jej
poblizu, zwigkszajac korzystne warunki do karpogenicznego kietkowania sklerocji.
Jednakze wczes$niejsze badania prowadzone przez Gracia-Garza iin. (24) wykazaly,
ze liczba apotecji, czyli pierwotnego inokulum byta zmniejszona na polach soi upra-
wianych bez orki. Z kolei Brustolin i in. (8) stwierdzili, ze sklerocja pozostawione
na powierzchni gleby na polu soi, stracity zywotnos¢ po 12 miesigcach. W przypadku,
gdy gleba porazona przez S. sclerotiorum jest gleboko zaorana, to sklerocja w niej
zakopane majg szanse przezy¢ znacznie dtuzej. Tak wigc podobnie jak w przypadku
ptodozmianu uprawa orkowa lub zerowa dawaly sprzeczne wyniki, co zwigzane moze
by¢ z rodzajem $cierniska, wlasciwoscia gleby, wystepowaniem materii organiczne;j
czy tez innym zmiennym czynnikiem $rodowiskowym.

Skutecznym i bardzo powszechnym sposobem thumienia lub zwalczania zgnilizny
twardzikowej jest chemiczna ochrona upraw z udzialem fungicydow. Jednakze nalezy
mie¢ na uwadze fakt, ze zaden fungicyd nie zapewnia petnej kontroli przed choroba-
mi grzybowymi. Hamowanie infekcji powodowanej przez S. sclerotiorum poprzez
stosowanie §rodkoéw grzybobdjczych zachodzi w sposob zroznicowany i jest zalezne
od zastosowanego rodzaju fungicydu (52). Podstawowymi czynnikami decydujagcymi
o skutecznosci zabiegu, oprocz terminu wykonania oprysku, ktory uzalezniony jest
od fazy rozwojowej patogenu, sa: metoda aplikacji, substancja czynna fungicydu oraz
stopien pokrycia i penetracji preparatu w glab fanu. W niektorych uprawach aplikacja
fungicydu jest do$¢ trudna z uwagi na gestos¢ tanu czy pokrdj rosliny-gospodarza.
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Ponadto stosowanie chemicznych $rodkéw ochrony roslin w niektoérych uprawach
wigze si¢ ze zwigkszeniem naktadow produkcji i nie ma ekonomicznego uzasadnienia.
Nalezy pamietaé, ze fungicydy sa szkodliwe dla srodowiska jak i dla pozytecznych
mikroorganizmdéw. Z uwagi na to biologiczne formy ochrony z udziatem organizmow
pozytecznych staja si¢ alternatywa dla takich upraw i sa bardziej ekologiczne oraz
wpisuja sig w intergowana ochrone roslin (13, 57).

Biologiczne metody ochrony roslin przed S. sclerotiorum

Na aktywnos¢ organizmdow pozytecznych w glebie wptywa wiele abiotycznych
i biotycznych czynnikow srodowiskowych, takich jak np.: temperatura, potencjat
wodny, odczyn gleby, zawarto$¢ pestycydow, materii organicznej, mikroorganizmow
glebowych, gatunek rosliny, co sprawia, ze ich stosowanie moze by¢ mniej efektywne
niz pestycydow (59). Jednakze metody biologicznej walki z chorobami ro$lin s3 mnie;j
szkodliwe dla §rodowiska i budzg coraz wieksze zainteresowanie wérdd badaczy
i rolnikow.

W ostatnich latach w wielu pracach poswigca si¢ duzo uwagi biologicznym
czynnikom zwalczajacym (BCA, ang. Biological Control Agents), ktore moga sta-
nowi¢ alternatywe w kontroli nasilenia zgnilizny twardzikowej, poprzez hamowanie
kietkowania sklerocji i atakowanie strzgpek patogenu przy uzyciu pasozytniczych
czy antagonistycznych mikroorganizmoéow (28, 44, 53). Antagonistyczne bakterie
i grzyby moga by¢ wykorzystywane do zwalczania, czy tez ograniczania infekcji
powodowanej przez S. sclerotiorum (29, 51, 59). Wiele grzybow wykazato aktywnos¢
mykopasozytniczg lub antagonistyczna wobec S. sclerotiorum (59).

Szczego6lna uwage badaczy skupit grzyb Coniothyrium minitans (26, 45, 47, 65,
76). Na bazie szczepu C. minitans (CON/M/91-08) zostat opracowany preparat han-
dlowy o nazwie Contans® WG, ktory skutecznie ogranicza szkody powodowane przez
S. sclerotiorum w wielu uprawach poprzez infekowanie i degradacje sklerocjow (46).
Zeng iin. (76) wykazali, ze aplikacja C. minitans w wierzchnia warstwe gleby przed
sadzeniem soi zmniejszala wskaznik nasilenia choroby (DSI, ang. disease severity
index) o0 68% 1 liczbg sklerocji w glebie 0 95,3%. Bezposrednia penetracja sklerocji
oraz ich rozpad mozliwy jest dzieki duzej liczbie produkowanych enzymow rozktadaja-
cych $ciany komorkowe oraz wtdrnych metabolitow, wytwarzanych przez C. minitans.
Wzmozona aktywnos$¢ C. minitans mozliwa byla w optymalnych dla niego warun-
kach — 15-20°C i pH w zakresie 4,5-5,6 (76). Jednakze, aby C. minitans przetrwat
1 pasozytowat, wymaga ciaglej obecnosci sklerocjow w glebie (19).

Grzyby z rodzaju Trichoderma sa kolejnym przyktadem mikroorganizmow wy-
korzystywanych do ograniczenia infekcji powodowanych przez S. sclerotiorum (77).
Gatunki te z uwagi na szybkie tempo wzrostu oraz obfita produkcje zarodnikow sa wy-
soce konkurencyjne w stosunku innych mikroorganizméow glebowych. W przypadku
aktywnosci przeciwgrzybiczej wobec S. sclerotiorum wlasciwosci mykopasozytnicze
Trichoderma odgrywaja wazna role. Chitynazy, glukanazy, proteazy i celulazy zostaty
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zidentyfikowane wérdd enzymow Trichoderma, ktore rozkladaja Sciang komérkowa
patogenow (9, 30,41, 75). Zhang iin. (77) wykazali, ze izolat 7" harzianum (T-aloe)
hamowat wzrost strzgpek S. sclerotiorum w 56,3%. W badaniach tych stwierdzono
réwniez, ze Trichoderma spp. nie tylko ogranicza wzrost grzybow chorobotworczych,
ale tez poprawia zdrowotno$¢ roslin poprzez wzrost zawartosci chlorofilu i fenolu
w ros$linach. Z kolei Geraldine iin. (22) obserwowali zmniejszenie liczby apotecji
S. sclerotinia, a tym samym nasilenia choroby po zastosowaniu 7. asperellum w dwu-
letnich doswiadczeniach polowych z fasola zwyczajng. Zaobserwowali oni rowniez
pozytywny wplyw aplikacji zarodnikow 7. asperellum w postaci zwickszenia liczby
strakow na ro$linie oraz wzrost plonu 0 40% w poréwnaniu z obiektem kontrolnym.
Jednakze liczba doniesien o antagonistycznych zdolno$ciach grzybow z rodzaju
Trichoderma w stosunku do S. sclerotiorum prowadzonych w warunkach polowych
jest ograniczona (22, 31, 76).

Bacillus amyoliquefaciens i Pseudomonas chlororaphis moga by¢ stosowane
jako bakteryjne czynniki biokontrolne do zwalczania S. sclerotiorum (20). Bakterie
te zahamowuja zaréwno kietkowanie karpogeniczne, jak i myceliogeniczne skle-
rocji poprzez produkcje substancji przeciwdrobnoustrojowych. Te dwie bakterie
hamowaly infekcje S. sclerotiorum na polu rzepaku. Yuen i in. (74) stwierdzili,
ze ro$liny fasoli jadalnej, w kontrolowanych warunkach §rodowiskowych, trakto-
wane wstepnie Erwinia herbicola miatly mniejsza zgnilizne todygowa niz rosliny
kontrolne (74). Jednakze E. herbicola nie byta skuteczna w ograniczaniu Sclerotinia
w warunkach polowych.

Posrednio metoda biologiczna moze by¢ zastosowana w celu ochrony upraw na-
razonych na infekcj¢ S. sclerotiorum przez wzbogacenie zycia mikrobiologicznego
za pomocg nawozenia organicznego. W nawozach organicznych znajduja si¢ liczne
grzyby, bakterie i promieniowce. Wsrdd nich spotykane sa tez organizmy majace
zdolnos$¢ niszczenia patogendow powodujacych choroby, na przyktad grzyby z rodzaju
Trichoderma, a takze bakterie z rodzaju Bacillus (27).

Podsumowanie

Uprawa roslin narazonych na choroby powodowane przez S. sclerotiorum, szcze-
gdlnie rzepaku, marchwi, stonecznika, tytoniu, fasoli, sataty, soi, powoduje nagro-
madzenie inokulum w postaci sklerot w glebie, co moze prowadzi¢ do zwigkszenia
strat w plonie. Do catkowitej redukcji populacji Sclerotinia metody biologiczne nie
wydaja si¢ by¢ wystarczajace. Metoda ta sprawdza si¢ wowczas, gdy nagromadzenie
inokulum w glebie nie jest wysokie. Wowczas zasadne wydaje si¢ by¢ zastosowanie
organizmow antagonistycznych, o silnych wlasciwosciach pasozytniczych, takich
jak C. minitans lub grzybow z rodzaju Trichoderma spp. W celu ograniczenia cho-
rob powodowanych przez grzyby z rodzaju Sclerotinia najbardziej korzystne jest
potaczenie metod chemicznej i biologicznej, a takze stosowanie odmian odpornych
i rotacji upraw (59).
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POLIPLOIDY TYTONIU I CHMIELU — METODY OTRZYMY WANIA,
OCENA FENOTYPU, SKEADU CHEMICZNEGO ORAZ WYKORZYSTANIE
W HODOWLI"

Stowa kluczowe: poliploidyzacja, zwigzki antymitotyczne, krzyzowanie mi¢dzygatunkowe,
chmiel, tyton, podwojone haploidy, cechy morfologiczne, sktad chemiczny

Wstep

Poliploidyzacja jest jednym z najpowszechniejszych zjawisk wystepujacych
w procesie ewolucji roslin. Obecnie niemal potowe gatunkow uprawnych stanowig
poliploidy (48). Sa to zazwyczaj autopoliploidy, ktore powstaty poprzez podwoje-
nie jednogatunkowego zestawu chromosoméw lub allopoliploidy, u ktorych z kolei
zwielokrotnieniu ulegly genomy dwoch lub kilku gatunkow, prowadzac tym samym
do powstania zupetie nowego gatunku (23). Przyktadem naturalnego allopoliploida
jest tyton szlachetny Nicotiana tabacum L. (2n = 4x = 48), ktory powstat w wyniku
podwojenia liczby chromosomoéw po hybrydyzacji N. sylvestris (Spegazzini i Comes)
(2n=2x=12) 1 N. tomentosiformis (Goodspeed) (2n =2x = 12) (31). Szczegdlnymi
formami poliploidow sg autoallopoliploidy oraz segmentalne allopoliploidy (54).
Wsréd metod uzyskiwania poliploidow nalezy wymieni¢ spontanicznie wystepujace
zaburzenia mejozy prowadzace do powstania niezredukowanych gamet i zaburzenia
mitozy zwykle w komoérkach merystematycznych (46) oraz indukcj¢ z wykorzysta-
niem roznych srodkdéw chemicznych, gtdéwnie cytostatykow zaburzajacych dziatanie
wrzeciona kariokinetycznego (18, 53). Rosliny poliploidalne w poréwnaniu z formami
diploidalnymi odznaczaja si¢ najczesciej zwigkszonym rozmiarem komorek, wigk-
szymi organami wegetatywnymi oraz wigksza biomasa. Zazwyczaj takze sg bardziej
odporne na stresy abiotyczne i biotyczne oraz wykazujg zmiany w zawartosci i jako$ci

*Opracowanie wykonano w ramach zadania 6.3 pt. ,,Upowszechnianie wiedzy o wynikach uzyski-
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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substancji czynnych (46). Zwielokrotnienie genomow jest zatem czesto stosowane
przez hodowcow w celu poprawy wybranych cech roslin uzytkowych, uzyskania
odpornosci na choroby, ale takze przezwyciezania niezywotno$ci i nieptodnosci
mieszancow miedzygatunkowych (46). Otrzymywanie poliploidow, w szczegdlno-
$ci triploidoéw jest alternatywa do osiagniecia sterylnosci genetycznej, ktora zostata
wykorzystana w programach hodowlanych wielu gatunkow roslin, np. do produkcji
bezpestkowych owocow cytrusowych (10) czy uzyskania niemal beznasiennych
szyszek chmielu (1, 64).

Metody otrzymywania poliploidow tytoniu i chmielu

W $wiecie ro$lin istnieje szereg metod zwielokrotnienia genomu. Poliploidyza-
cja moze zachodzi¢ na skutek zaktocen podziatow mejotycznych lub mitotycznych.
Zaburzenia podziatdéw mejotycznych moga powstawac spontanicznie. Wiasnie takie
zjawisko i pojawienie si¢ niezredukownych gamet wystapilo miedzy innymi u bez-
ptodnych miedzygatunkowych mieszancow (amfihaploidow) N. tabacum x N. glauca
Grah. (57). Fuzja gamet 2n tychze mieszancow data poczatek ptodnym osobnikom
amfidiploidalnym. Powielenie genomu i powstawanie gamet 2n moze by¢ wywota-
ne takze czynnikami zewnetrznymi, wsrod ktorych wymieniane sg, m.in.: wysoka
temperatura, zranienia roslin, niedobor wody czy sktadnikow odzywczych (32, 43).

W przypadku zaburzen mitozy poliploidyzacja moze zachodzi¢ spontanicznie,
zwykle poprzez podwojenie liczby chromosomow w komorkach merystematycznych
lub w wyniku indukcji z wykorzystaniem zwiazkéw antymitotycznych, najczesciej
kolchicyny lub oryzaliny. Kolchicyna (C,,H,,O,N) pozyskiwana z nasion i cebulek
Colchicum autumnal L. zaktoca przebieg tworzenia wrzeciona kariokinetycznego
i blokuje rozejscie si¢ siostrzanych chromatyd do biegunéw komoérki w anafazie
mitozy. O efektywnosci tego procesu decyduje wiele czynnikow, takich jak: genotyp
ro$liny, rodzaj eksplantatu, warunki wzrostu czy sposob aplikacji, tj. czas eskpozycji
i stezenie srodka antymitotycznego (13). Optymalna dawke kolchicyny oraz czas
inkubacji dobiera si¢ eksperymentalnie, w zaleznos$ci od gatunku rosliny i warunkow
wzrostu (18). Kolchicyna jest stosowana w formie czystych roztworow wodnych lub
roztworow wodnych z agarem. Moze by¢ uzywana in situ na roslinach rosngcych na
polu lub w szklarni oraz w warunkach aseptycznych kultur in vitro. W przypadku
tytoniu najczesciej jest aplikowana in vivo podczas kietkowania nasion lub rozwoju
stozkéw wzrostu (5). Berbe¢ (4) prowadzit 4-godzinng inkubacje kietkujacych nasion
w 0,2% roztworze kolchicyny w temperaturze 27°C i uzyskal tetraploidalne ro$liny
N. tabacum odmiany Nadwislanski Maty (2n =96). Otrzymane poliploidy skrzyzowat
z N. alata Link et Otto (2n = 18) i otrzymat seskwidiploidalne formy mieszancowe.
Z kolei EI-Morsy i in. (18), moczac nasiona w wodnym roztworze kolchicyny,
otrzymali tetraploidalne formy N. alata. Najwyzsza wydajnos¢ osiagneli po zastoso-
waniu 0,5% roztworu kolchicyny przez 48 godzin. Warmke i Blekeslee w roku
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1939 (66) uzyli kolchicyny in vivo do podwojenia liczby chromosoméw mieszancow
N. tabacum % N. glutinosa L. Oprocz trucizn mitotycznych innymi czynnikami indu-
kujacymi poliploidalno$¢ w komdrkach somatycznych moga by¢ bardzo wysokie lub
bardzo niskie temperatury, promieniowanie X czy uszkodzenia roslin (39). Poliploidy
tytoniu mozna takze otrzymac, stosujac technike regeneracji roslin z fragmentow walca
osiowego todygi. Pierwsza poliploidyzacje mitotyczng tytoniu w warunkach in vitro,
wykorzystujaca jako eksplantaty fragmenty walca osiowego lodygi przeprowadzili
Murashige i Nakano w 1966 r. (40). W wyniku spontanicznej poliploidyzacji
w warunkach in vitro otrzymali kalus z komorkami poliploidalnymi i aneuploidal-
nymi. Réwniez poprzez kulture na pozywce LS wzbogaconej kinetyna o stgzeniu
2,0 mg-1"' i IAA (kwas indolilo-3-octowy) w ilosci 2,0 mg-1"!' (37) mozna zainduko-
wac podzial komorek, tworzenie tkanki kalusowej i regeneracje pedow (15). Czgsé
uzyskanych regeneratoéw wskutek spontanicznej poliploidyzacji ma podwojona
w stosunku do ro$lin wyjsciowych liczbe chromosomow w komoérkach somatycznych.
Doroszewska i Berbe¢ (16) w wyniku kultury fragmentow rdzenia todygi mie-
szancow F | N. tabacum * N. africana Merx. (2n = 47) uzyskali formy mieszancowe
zawierajace podwojong liczbg chromosomow (2n = 94).

Poliploidy tytoniu mozna takze otrzymac, stosujac kontrolowane krzyzowanie
migdzygatunkowe. Clausen i Goodspeed (9), krzyzujac gatunek N. glutinosa
z N. tabacum, uzyskali nowy, syntetyczny, amfidiploidalny gatunek N. digluta. Na-
tomiast Ternovsky (56), krzyzujac N. tabacum z N. glauca, otrzymal syntetyczny,
amfidiploidalny gatunek N. ditagla.

W przypadku chmielu otrzymywanie poliploidow w warunkach in vivo zapoczat-
kowatw 1948 r. Dark (12). W latach siedemdziesiatych i osiemdziesiatych ubiegtego
wieku istotne zastugi dla hodowli poliploidow tego gatunku wniesli Roborgh (44)
i Haunold (26). Roborgh (44) opracowat technike indukcji tetraploidéw pole-
gajaca na zanurzaniu wierzchotkow pedoéw wraz z trzema parami pakéw bocznych
w roztworze kolchicyny. Wykazat, ze optymalne stezenie antymitotyku wynosi 2
13%, natomiast czas inkubacji 6 godzin. Z kolei Haunold (26), stosujac raz dziennie
przez 4 dni 0,5 lub 0,75% wodny roztwodr kolchicyny na paki boczne, uzyskat sze-
reg tetraploidow odmiany Fuggle. W prace nad uzyskiwaniem poliploidow chmielu
zaangazowany byl takze Roy wraz z zespotem (45). Opracowal technike indukcji
poliploidow chmielu odmiany H138 w warunkach in vitro. Umieszczal 3—6 mm paki
wierzchotkowe w ptynnym podlozu MS zawierajacym rozne stezenia kolchicyny
—0,01%; 0,05%; 0,1% 1 0,5% i inkubowal w temperaturze 25°C przez 24, 48, 72,
96 1 120 godzin. Najwyzszy odsetek roslin (25,6%) z podwojong zawartoscia DNA
w komorkach uzyskat przy zastosowaniu 0,05% kolchicyny przez 48 godzin.
Trojak-Goluch i Skomra (60) w celu indukcji tetraploidow chmielu odmiany
Sybilla umiescity merystemy wierzchotkowe pedéw w ptynnej pozywce MS za-
wierajacej kolchicyne w stezeniach: 0,01%; 0,05% 1 0,1%. Inkubacja materiatu ro-
slinnego przebiegata na wytrzasarce rotacyjnej przez 24, 48 i 72 godziny. Podobnie
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jak w badaniach Roya i in. (45) najwyzsza wydajno$¢ poliploidyzacji uzyskano,
utrzymujgc merystemy w 0,05% roztworze przez 48 godzin. Svécarova i in. (53)
stosowali jeszcze inne techniki indukcji poliploidow. Prowadzili przez 2 tygodnie
hodowle fragmentow pedow z weztami na podtozu MS wzbogaconym oryzaling
o stezeniach: 1; 5 lub 10 uM. Ponadto umiescili fragmenty pedow na ptynnej pozywce
MS z dodatkiem oryzaliny o stezeniu 10 1 20 uM. Znacznie bardziej efektywna oka-
zala si¢ pierwsza z metod, zwlaszcza wykorzystanie podtoza zawierajacego 10 pM
oryzaliny. Natomiast Skof i in. (49) w celu poliploidyzacji genomu chmielu in vitro
wykorzystali technike organogenezy posredniej pedow, w ktorej regeneracje pedow
poprzedzato powstanie kalusa. Analiza poziomu ploidalnos$ci regeneratow wykazata
wysoka frekwencje tetraploidow (58,6%). Dodatkowa zaletg zastosowanej techniki
w porownaniu z metodami wykorzystujacymi $rodki antymitotyczne byt catkowity
brak miksoploidow wsrdd regeneratéw (49). Metode organogenezy posredniej do
otrzymania tetraploidalnego chmielu wykorzystano takze w IUNG-PIB w Putawach.
Metoda ta jest uznawana za dos$¢ trudng z uwagi na to, ze efektywnos$¢ uzyskiwania
poliploidow zalezy od szeregu czynnikow, takich jak: rodzaj eksplantatu, genotyp
ro$liny, sktad pozywki czy zastosowane hormony wzrostowe. W wyniku dtugotrwate;j
hodowli kalusa pochodzacego z todyg i ogonkoéw lisciowych chmielu odmiany Tunga
Trojak-Goluch i in. (61) otrzymaly szereg tetraploidalnych roslin. W badaniu
oceniono wplyw typu eksplantatu i regulatorow wzrostu na efektywnos$¢ regeneracji
ro$lin oraz indukcje poliploidow. Prowadzenie dlugotrwalej kultury kalusa powyzej
23 tygodni doprowadzito do podwojenia ilosci DNA i pojawienia si¢ tetraploidow
wsrdd zregenerowanych ro$lin. Najwigkszg ich liczbe — 9,4%, uzyskano z kalusa
pochodzacego z ogonkdw lisciowych. Liczbe tworzacych si¢ poliploidow wyraznie
zwigkszal dodatek IAA (kwas indolilo-3-octowy) do pozywki regeneracyjne;.

Metody otrzymywania podwojonych haploidow (DH)

W badaniach nad uzyskiwaniem ulepszonych odmian tytoniu powszechnie stoso-
wane jest zwielokrotnianie genomu i otrzymywanie homozygotycznych linii podwojo-
nych haploidow (DH). Technika ta pozwala wydatnie skroci¢ czas wyhodowania nowej
odmiany tytoniu, przywroci¢ ptodnosc¢ roslinom, wyeksponowac cechy warunkowane
przez geny recesywne. Podwojone haploidy tytoniu mozna uzyska¢ zarowno w wa-
runkach in vivo, jak i in vitro. W metodzie in vivo wykorzystuje si¢ pylek dzikiego
gatunku, np.: N. africana do zapylania N. tabacum. Zapylenie stymuluje podziaty
partenogenetyczne komorki jajowej i powoduje powstanie haploidalnych zarodkow
(14). W nastepnym etapie haploidalne siewki poddaje si¢ dziataniu cytostatykow
i otrzymuje linie DH. Pierwsze podwojone haploidy tytoniu in vitro uzyskano w latach
60. XX wieku w wyniku kultury fragmentdw lisci (7). Do rutynowego otrzymywania
podwojonych haploidow tytoniu w warunkach in vitro stosuje sie jednak techniki
androgenezy z wykorzystaniem niedojrzatych pylnikéw lub izolowanych mikrospor.
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Uzyskane haploidalne zarodki poddaje sie najczesciej dziataniu kolchicyny. Warto
nadmieni¢, ze bardzo skutecznym sposobem podwojenia materialu genetycznego
haploidow jest organogeneza posrednia lub bezposrednia. W metodzie organogenezy
posredniej rozwdj zarodkdw i roslin jest poprzedzony tworzeniem tkanki kalusowe;.
Z kolei w organogenezie bezposredniej zarodki somatyczne i mtode rosliny tworza
si¢ bezposrednio na powierzchni eksplantatu. Uzyskane w ten sposdb regeneraty
stanowig populacje ztozong zaréwno z haploidow, jak i podwojonych haploidow.
Wysoka frekwencje linii DH tytoniu uzyskano po wytozeniu fragmentow lodyg
dojrzatych ro$lin haploidalnych na pozywke MS wzbogacong kinetyna o stgzeniu
2,0 mg-1"! oraz kwasem indolilooctowym (IAA) w stezeniu 2,0 mg-1"' (37). Hamada
iin. (24) zastosowali jeszcze inne warunki regeneracji roslin, uzyskujac zdecydowanie
wyzszg frekwencje podwojonych haploidow. Autorzy utrzymywali fragmenty todyg
w ciemnosci na pozywce MS zawierajacej 2,0 mg 1" TAA 1 0,5 mg-1"! kinetyny. Na-
stepnie eksplantaty po 28 dniach przeniesiono na podtoze MS zawierajace 2,0 mg-1™!
TAA 12,0 mg-1"! kinetyny lub 1,0 mg-1"! BAP (6-benzylaminopuryna) i oswietlano
$wiattem fluorescencyjnym o natezeniu 30,3 pmol-m s

Zmiany morfologii i skladu waznych metabolitow u poliploidéw tytoniu
i chmielu

Modyfikacja poziomdéw ploidalnosci roslin powoduje zmiany wielkosci komo-
rek roslinnych, co z kolei prowadzi do zmian w anatomicznej strukturze organow,
a takze fizjologii ro$lin i ich sktadzie chemicznym. Zmiany morfologiczne dotycza
wielko$ci aparatow szparkowych oraz ich liczby przypadajacej na jednostke po-
wierzchni, wielkosci i liczby lisci, korzeni, pedoéw, bulw, klaczy, kwiatow, nasion,
pyltku, stosunku dtugosci lisci do ich szerokosci, a takze struktury $ciany komorkowej
(38). Rosliny poliploidalne r6znia sie tez zwykle wysokoscia i ogdélnym pokrojem
od swoich diploidalnych odpowiednikéw. Zmiany fizjologiczne dotycza natomiast
transpiracji, aktywnos$ci fotosyntetycznej czy dlugosci trwania fazy wegetatywnej
i generatywnej (52, 55).

Jak wykazaly badania Berbecia (4), tetraploidy N. tabacum Nadwislanski
Maty (2n = 96) charakteryzowaty si¢ wolniejszym wzrostem, grubszymi i bardziej
kruchymi li§¢mi o nieregularnym unaczynieniu oraz wiekszymi pylnikami w sto-
sunku do diploidow. Z kolei tetraploidy N. alata miaty dtuzsze todygi oraz wigksza
liczbe i dlugo$¢ miedzywezli w porownaniu z diploidami. Byly wigksze, bardziej
zielone, a ponadto odznaczaty sie wieksza liczba lisci w fazie formowania kwiatow.
Dodatkowo tworzyty wiecej kwiatow, ktore posiadaly dluzsze szypulki kwiatowe
i wieksza $rednice stupka. Nie wykazywaty natomiast znaczacych réznic w §rednicy
lodygi czy liczbie pedow przypadajacych na rosling. Ponadto liscie tetraploidow
N. alata w porownaniu z diploidalnymi odpowiednikami zawieraty wiecej takich
makroelementow, jak azot i fosfor (18). Trojak-Goluch i in. (62) przeprowadzili
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ocen¢ morfologiczng oraz analize sktadu chemicznego podwojonych haploidéw (DH)
mieszancow F  powstatych ze skrzyzowania linit WGL3 odpornej na Thielaviopsis
basicola (Berk. & Broome) Ferraris z linig PW-834 odporng na TSWV (ang. Tomato
spotted wilt virus). Podwojone haploidy kwitty pozniej, byty zwykle nizsze i mialy
mniej li$ci niz ich formy rodzicielskie, co byto cechg pojawiajaca si¢ z najwicksza
regularnos$cig. Ich liscie byty wezsze, co w konsekwencji przyczynito si¢ do spadku
plonowania linii DH. Szczegdlnie wyrazne bylo zmniejszenie powierzchni srodkowych
lisci. Natomiast potgczenie odpornosci na Th. basicola i TSWV w jednym genomie
nie miato wptywu na zmiany zawartos$ci nikotyny i innych alkaloidéw w poréwnaniu
z formami rodzicielskimi.

Triploidalny chmiel (2n = 3x = 30) charakteryzuje si¢ lepsza zywotnoscig, in-
tensywnym wzrostem w poréwnaniu z diploidami (2n = 2x = 20), a dodatkowo jest
bardziej bujny i daje wyzszy plon (42, 45). Dowodem na to mogg by¢ przedstawione
przez Haunolda (26) rezultaty dotyczace przyrostow diploidalne;j i triploidalnej formy
chmielu odmiany Fuggle. Autor wykazal, ze dzienny przyrost roslin o zwigkszone;j
ploidalnosci byt o 18 mm wigkszy niz ich diploidalnych odpowiednikow. Z punktu
widzenia producentdw chmielu jedng z wazniejszych zalet triploidow jest wyzszy
potencjat plonowania w poréwnaniu z formami diploidalnymi. Probasco i in. (42)
podali, ze triploidalna odmiana Millenium miata o 560,7 kg wiekszy plon niz macie-
rzysta, diploidalna odmiana Nugget. Triploidy maja ponadto dluzsze migdzywezla
1 pedy owocujace, zmienng dtugos¢ szyszek i odznaczajg si¢ wyzszym wskaznikiem
skrecalnosci pedow, co pozwala im lepiej piac si¢ po konstrukcji. Najistotniejsze jest
jednak to, ze charakteryzujg si¢ prawie catkowita beznasiennoscig. Poniewaz biatka
1 thuszcze zawarte w nasionach szyszek osobnikdéw zefiskich chmielu niekorzystnie
wplywaja na proces fermentacji piwa (30), surowiec uzyskany z beznasiennych
szyszek jest najbardziej odpowiedni do produkcji granulatow i ekstraktow chmielo-
wych. Jak podaje Haunold (26), przy swobodnym zapyleniu $rednia liczba nasion
w triploidalnych formach odmiany Fuggle wyniosta 1,7, podczas gdy w formach
diploidalnych — 12,3. Takze $rednia masa nasion triploidow byla znacznie nizsza
niz masa nasion diploidéw (28). Pedy roslin triploidalnych w przeciwienstwie do
tetraploidalnych sa utozone luzniej dzigki dluzszym migdzywezlom. Wsrdd zalet
chmielu triploidalnego nalezy wymieni¢ takze szybkie zamykanie si¢ szyszek po
uformowaniu, co znacznie ogranicza wnikanie do nich patogenicznych grzybow
Pseudoperonospora humuli (Miyabe & Takah.) G.W. Wilson powodujacego maczniaka
rzekomego oraz Podosphaera macularis (Wallr.) U. Braun & S. Takam. powodujacego
maczniaka prawdziwego chmielu. Cecha ta przyczynia si¢ do ograniczenia liczby
zabiegow profilaktycznych na plantacji. Szyszki triploidéw sa bardziej wytrzymate
1 mniej kruche, co pozwala na zachowanie surowca w lepszym stanie podczas me-
chanicznego zbioru i transportu (50), z drugiej jednak strony potrzebujg one znacz-
nie dluzszego czasu do osiggnigcia dojrzatosci technologicznej. Wprowadzenie do
uprawy odmian chmielu p6zno dojrzewajacych poszerzyloby asortyment odmianowy
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gatunku, co byloby korzystne dla wielu gospodarstw, szczegolnie tych wielkoobsza-
rowych, w ktérych uprawia si¢ kilka odmian chmielu, gdyz pozwolitoby roztozy¢
w czasie zbior szyszek (64). Krajl (33) donosita, ze w szyszkach triploidalnego chmie-
lu odmiany Atlas zaobserwowata znacznie wigksza liczbg gruczotéw lupulinowych
niz w odmianie matecznej. Takze srednica gruczotdéw lupulinowych byta wigksza, co
z kolei miato wptyw na zwigkszong zawartos¢ zywic migkkich w szyszkach. Wszystkie
triploidy uzyskane przez Trojak-Goluch i Skomre (64) charakteryzowaly si¢ dtuz-
szymi p¢dami owocujacymi i dtuzszymi migdzywezlami, co skutkowato luzniejszym
pokrojem roélin (rys. 1), wyzszym wskaznikiem skrecalno$ci pgdow w porownaniu
z diploidalng odmiang mateczng. Wigkszos¢ uzyskanych triploidow zawigzywata
niewielkg ilo$¢ nasion w szyszkach, a tylko dwa osobniki byly prawie beznasienne
1 wytwarzaty odpowiednio tylko 1,41 i 1,46 nasion na szyszke (64) (rys. 2).

Rys. 1. Pokrdj ogélny triploidalnych roslin chmielu (a) oraz ich owocostany (b)
Zrodto: A. Trojak-Goluch, zasoby wiasne ZHiBR ITUNG-PIB
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Rys. 2. Szyszki triploidalnych roslin chmielu: a) szyszka diploidalnej odmiany
Sybilla (lewa strona panelu) oraz szyszka triploida ATG 16/33; b) szyszka diploidalnej odmiany
Sybilla (lewa strona panelu) oraz szyszka triploida ATG 17/34

Zrédlo: A. Trojak-Goluch, zasoby wtasne ZHiBR TUNG-PIB

Tetraploidalne formy chmielu charakteryzuja si¢ znacznie gorszymi cechami
uzytkowymi w poréwnaniu z diploidami oraz triploidami, co sprawia, ze nie znajdu-
ja zastosowania w produkcji rolniczej. Sg nizsze, maja znacznie mniejsza srednice
pedow, krotsze miedzywezla, co skutkuje wytwarzaniem krotszych pedow bocznych
i bardziej zwartym pokrojem roslin (53, 60). Poza tym stabiej si¢ ukorzeniaja i gorze;j
aklimatyzuja do warunkéw polowych. W badaniach prowadzonych w IUNG-PIB
w Putawach z 20 roslin wysadzonych na polu po trzech latach przetrwato tylko 6 (60).
Podobnie tetraploidalne sadzonki chmielu uzyskane przez Svécarova i in. (53) byty
mniejsze i stabiej si¢ ukorzeniaty. Dodatkowo tetraploidalny chmiel charakteryzuje sig
op6znionym kwitnieniem i wytwarza mniejsze kwiaty zenskie (rys. 3). Jego szyszki
maja zwickszong mase¢ w stosunku do diploidéw, co jednak nie jest korzystne ze
wzgledu na problemy w suszeniu takiego surowca. Gruczoty lupulinowe produkujace
lupuling sa prawie dwa razy wieksze, natomiast jest ich znacznie mniej (60).

Rys. 3. Kwiaty i liscie diploidalnego i tetraploidalnego chmielu odmiany Sybilla: a) kwiaty zenskie
ro$lin diploidalnych (dolna czg$¢ fotografii) i roslin tetraploidalnych (gorna czes¢ fotografii);
b) 1is¢ rosliny tetraploidalnej (po lewej) i rosliny diploidalnej (po prawej)
Zrodto: A. Trojak-Goluch, zasoby whasne ZHiBR TUNG-PIB
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Chmiel jest zroédlem wielu substancji o zroznicowanej aktywnosci biologicznej,
w tym polifenoli, ktore wykazuja silne dziatanie antyoksydacyjne i tym samym
przeciwnowotworowe (21). Zaobserwowano, ze poziom produkcji korzystnych me-
tabolitow wtornych lub zmiany ich sktadu i proporcji zalezg od stopnia ploidalnosci
ro$lin. Triploidy chmielu najczesciej wytwarzaja znacznie lepszej jakosci surowiec
browarniczy, tj. 0 wyzszej zawartosci zywic migkkich, garbnikow i polifenoli w po-
rownaniu z diploidami (34). Prabasco iin. (42) donosza, ze zawartos¢ alfa kwasow
w szyszkach triploidalnej odmiany Millenium sigga 15,5%, podczas gdy w macie-
rzystej, diploidalnej odmianie Nugget wynosi 13,0%. Wskazujg oni takze na wyzsza
zawarto$¢ olejkow eterycznych humulenu i kariofilenu, co nadaje piwu przyjemny,
chmielowy aromat. Triploidalne odmiany chmielu Crystal, Mount Hood i Liberty
uzyskane przez Haunolda i in. (29) takze charakteryzuja si¢ wyzsza zawarto$cia
alfa i beta kwasow oraz olejkéw chmielowych w poréwnaniu z diploidalng odmiang
mateczng Hallertauer Mittlefrith. Populacje triploidalnego chmielu uzyskane przez
Trojak-Goluch i Skomrg (64) charakteryzuja si¢ zroznicowang zawarto$cig alfa
kwasow. Wystepuja osobniki o stosunkowo niskiej zawarto$ci tych zwigzkow. Ponadto
wyselekcjonowano genotypy, ktore wyrdzniajg si¢ wysoka zawartoscia alfa kwasow
rowniez w stosunku do roslin diploidalnych. Wedlug doniesien literaturowych wraz
z powieleniem genomu zmienia si¢ rowniez sktad gtéwnych zwigzkéw chemicznych
odpowiedzialnych za aromat. W przypadku tetraploidéw chmielu catkowita zawarto$¢
olejkéw eterycznych ulega obnizeniu, natomiast notuje si¢ wzrost zawarto$ci cennego
humulenu, limonenu, kariofilenu i farnezenu (60).

Wykorzystanie réznych metod poliploidyzacji oraz poliploidow w hodowli
tytoniu i chmielu

W wielu programach hodowlanych do krzyzowania z tytoniem szlachetnym wy-
korzystuje si¢ dzikie gatunki z rodzaju Nicotiana. Znaczna ich cze$¢ posiada bowiem
genetycznie warunkowana odporno$¢ przynajmniej na jedna chorobe badz szkodnika.
Krzyzowanie dzikich krewniakow z gatunkiem uprawnym daje szans¢ przeniesienia
genow, ktore warunkuja odpornos¢ na patogeny czy wptywaja na lepszy plon. Technika
ta wigze si¢ jednak z wieloma problemami wynikajacymi z barier krzyzowalnosci form
rodzicielskich, do ktorych naleza niezgodnos¢ krzyzoéwkowa, niska przezywalnosé
mieszancoéw czy ich bezptodnos¢. Bezptodnos¢ mieszancow Nicotiana wywolana jest
gldwnie roznicami w liczbie chromosomow gatunkow rodzicielskich oraz struktural-
nymi réznicami w chromosomach zaburzajacymi ich koniugacje. Poliploidyzacja jest
wykorzystywana do przywracania ptodnosci sterylnym mieszancom miedzygatunko-
wym. Przyktadem moga by¢ prace nad przeniesieniem odpornosci na czarng zgnilizng
korzeni z N. glauca do genomu Wislicy, ktorych efektem byto uzyskanie poczatkowo
linii hodowlanych WGL, a nastgpnie w wyniku dalszego doskonalenia uzytkowego
tych linii — odpornej, cytoplazmatycznie meskosterylnej odmiany Wigola. W trakcie
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procesu hodowlanego uzyskano bezptodne mieszance migdzygatunkowe N. tabacum
Wislica x N. glauca (amfihaploidy), ktorych siewki przez 4 godziny poddano dziata-
niu 0,25% roztworu kolchicyny celem podwojenia liczby chromosomow. W efekcie
otrzymano czgsciowo ptodne amfidiploidy, ktore nastepnie skrzyzowano wstecznie
z N. tabacum i otrzymano ptodne seskwidiploidy (pokolenie BC,) (57, 58). Innym
przyktadem wykorzystania poliploidyzacji do przywrdcenia ptodnosci mieszancom
migdzygatunkowym sg prace nad liniami hodowlanymi BPA. W wyniku spontanicz-
nego podwojenia liczby chromosoméw na wczesnym etapie rozwoju migdzygatun-
kowych mieszancow N. tabacum x N. africana uzyskano plodne, zawierajace po
dwa haploidalne genomy kazdego z gatunkow, genotypy (16). W kolejnych etapach
programu hodowlanego zostaly one skrzyzowane z N. tabacum i daty poczatek se-
skwidiploidom. Dalsze krzyzowanie wsteczne seskwidiploidow z tytoniem pozwolito
uzyskac¢ kolejne pokolenia i ostatecznie doprowadzito do uzyskania stabilnych linii
hodowlanych BPA wykazujacych tolerancje na PVY (17). Uzyskanie poliploidow,
w tym amfidiploidow, nastgpnie ich krzyzowanie z drugim tetraploidalnym gatunkiem
rodzicielskim badz krzyzowanie amfidiploida z gatunkiem diploidalnym pozwala
uzyskac czgsciowo ptodne pokolenie seskwidiploidalne i jest najskuteczniejszym
sposobem przywracania ptodnosci mieszancom miedzygatunkowym (16).

Rosliny poliploidalne moga stanowi¢ takze form¢ pomostowa w tzw. bridge
crossing, kiedy bezposrednie krzyzowanie dwoch gatunkow nie jest mozliwe ze
wzgledu na niezgodno$¢ genetyczna. W charakterze formy pomostowej wykorzystuje
si¢ trzeci gatunek, ktory jest zgodny z docelowymi gatunkami rodzicielskimi badz
forme poliploidalng jednego z gatunkow rodzicielskich. W celu przeniesienia reakcji
nadwrazliwosci na TSWV z N. alata do N. tabacum jako formy pomostowej uzyto
N. otophora Grise. (20). Amfidiploidy N. tabacum x N. alata skrzyzowano wstecz-
nie z N. tabacum, a nastgpnie uzyskane seskwidiploidy skrzyzowano z mieszancem
amfidiploidalnym N. tabacum % N. otophora (19). Uzyskano kilka plodnych linii
hodowlanych wykazujacych reakcje nadwrazliwosci na TSWV, w tym ostatecznie
nalezaca do typu papierosowego ciemnego odmiane Polalta. Nadwrazliwo$¢ otrzy-
manych kreacji hodowlanych byta jednak zwigzana z wystepowaniem deformacji
morfologicznych roélin w postaci nieregularnego unerwienia lisci, guzoéw na kwiato-
stanach. Chaplin i Mann (8) w celu przezwycig¢zenia niezgodnosci krzyzowkowej
pomiedzy N. tabacum a dzikimi gatunkami N. rustica L. oraz N. alata uzyli tetraplo-
idalnych form tytoniu. Metoda krzyzowania przy uzyciu tetraploidow tytoniu okazata
si¢ takze przydatna w uzyskiwaniu zywotnych mieszancéw N. tabacum i N. alata,
ktore zamieraty w fazie siewki (4). Laskowska i Berbe¢ (35) w swoich badaniach
skrzyzowali tetraploidy N. tabacum TB-566 z N. alata, w wyniku czego uzyskali se-
skwidiploidalnego mieszanca N. tabacum TB-566 tetra x N. alata o znacznym tempie
wzrostu i przezywalno$ci. Nastepnie forme seskwidiploidalng krzyzowali wstecznie
z N. alata i uzyskali zywotnego mieszanca (N. tabacum TB-566 tetra x N. alata) %
N. alata. Zaleta wykorzystania w hodowli tytoniu tetraploidalnych form N. tabacum
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jest nie tylko mozliwo$¢ ominigcia barier krzyzowalnosci, ale takze pominigcie etapu
otrzymywania amfidiploidéw i tym samym skrocenie czasu niezbednego do uzyskania
pokolenia seskwidiploidow (6).

Opracowanie i stosowanie efektywnych metod powielania genomu ro$lin haplo-
idalnych w celu produkcji ptodnych, homozygotycznych linii podwojonych haploidow
(DH) jest stata czescig wielu programow hodowlanych realizowanych w kraju i na
swiecie. W IUNG-PIB technika androgenezy, nastepnie podwojenia liczby chromo-
somow zostaty wykorzystane miedzy innymi do otrzymania odpornych na czarng
zgnilizne korzeni linii DH. Materiat wyjsciowy w badaniach stanowily mieszance
podatnej na czarng zgnilizne korzeni odmiany K 326 i odpornej odmiany Wentura.
Sposrod 24 otrzymanych linii DH osobniki odporne stanowity 20,8%. Ostatecznie
do dalszych prac hodowlanych wybrano jedna linie¢ DH wyr6zniajaca si¢ najlep-
szymi cechami uzytkowymi (59) (rys. 4). Podobne techniki stosowali Laskowska
i Berbe¢ (36), ktorzy uzyskali podwojone haploidy mieszancow F, N. tabacum
Polalta x Wislica charakteryzujace si¢ petna odpornoscia na TSWV pochodzaca
od odmiany Polalta oraz brakiem deformacji morfologicznych lisci. Wymienione
linie DH wykazywaly wiele cech charakterystycznych dla tytoniu papierosowego
ciemnego reprezentowanego przez odmiang rodzicielska Polalta, dlatego zostaty
wiaczone do dalszych prac hodowlanych obejmujacych odtworzenie i doskonalenie
cech tytoniu papierosowego jasnego reprezentowanego przez odmiang Wislica. Po-
dwojone haploidy otrzymano takze w wyniku kultury fragmentow todyg haploidow
uzyskanych z odmiany Wislica, linii hodowlanych PW834 i WGL3 oraz dwukierun-
kowych mieszancoéw F | linii hodowlanych BPA 1 WGL3, WABPA3 1 WGL3, PW834
1 WGL3. W zaleznosci od kombinacji mieszancowej podwojone haploidy stanowity
0d 10,61% do 32,99% ogotu regeneratow (63). Techniki poliploidyzacyjne wykorzy-
stano takze w IUNG-PIB do szybkiego otrzymania stabilnych, transgenicznych linii
podwojonych haploidow odpornych na najwazniejsze gospodarczo izolaty wirusa Y
ziemniaka (PVY). Formy haploidalne mieszancéw transgenicznych linii hodowla-
nych z formami nietransformowanymi poddano diploidyzacji, stosujac kolchicyne
oraz metode regeneracji pedow z fragmentdéw todyg in vitro. Druga z zastosowanych
metod okazata si¢ wydajniejsza w otrzymaniu linii podwojonych haploidéw (11).
Roéwniez w literaturze $wiatowej mozna znalez¢ wiele przyktadow otrzymywania
linii DH w tytoniu. Walker i Aycock (65) skrzyzowali tyton Maryland MD 609
wykazujacy odporno$¢ na Phytophthora parasitica var. nicotianae (Breda de Haan)
z tytoniem MD 341 odpornym na wirusa mozaiki tytoniu (TMV) i Pseudomonas
syringae pv. tabaci (Wol & Foster) Young et al. Sposrod 315 haploidalnych roslin
mieszancowych uzyskanych drogg androgenezy otrzymali 133 podwojone haploidy,
z czego 16 (12%) wykazywato poziom odpornosci rowny odmianie MD 609. Z kolei
Smalcelj i Curkovic Perica (51) skrzyzowali chorwacka linie¢ GV3 odporna na
maczniaka rzekomego tytoniu i PVY z niemiecka, odporna na PVY, ale podatng na
maczniaka odmiang Virginia D i uzyskali mieszanca DH10. Mieszaniec ten wyka-
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zywal odpornos¢ na PVY. Hamada 1 in. (24), stosujac polaczona technike andro-
genezy oraz nas§wietlanie wigzka jonow, otrzymali haploidalne mutanty odporne na
wirusa PVY, a nastgpnie, stosujac metode regeneracji fragmentdw todyg, uzyskali
podwojone haploidy z frekwencja 45,7% ogotu badanych. Sposrod roslin nastepnych
pokolen uzyskanych w wyniku samozapylenia okoto 50% wykazywato odpornos¢
na PVY (24). Indukcja podwojonych haploidow zajmowali si¢ takze Shahadati-
-Moghaddam iin. (47). Do badan wybrali odporng na PVY odmiang VAM 1 wyso-
kiej jakosci, ale podatng na PVY odmiang K326. Pylniki mieszancow F, wylozono na
pozywke MS, a nastgpnie powstale zarodki somatyczne poddano dziataniu kolchicyny
(0,4%) przez 8 godzin. Powstale sadzonki przeniesiono ze szklarni na pole i poddano
samozapyleniu. Ostatecznie uzyskano trzy odporne na PVY linie DH o pozadanych
cechach morfologicznych i chemicznych.

b)

Rys. 4. Podwojony haploid wyprowadzony z mieszanca tytoniu odmian K326 i Wentura:
a) pokroj ogodlny roéliny i b) wyglad liscia
Zrodho: A. Trojak-Goluch, zasoby wiasne ZHiBR ITUNG-PIB

Formy poliploidalne roslin przemystowych takich jak tyton i chmiel s wykorzy-
stywane nie tylko jako narzedzie do pokonywania barier krzyzowalnosci, ale takze
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do generowania genotypow o pozadanych cechach uzytkowych. W hodowli chmielu
tetraploidy sa wykorzystywane jako formy rodzicielskie do produkcji odmian triplo-
idalnych, ktore pod wzgledem genotypowym i fenotypowym sg zblizone do odmiany
matecznej. Jest to bardzo istotne w hodowli tej rosliny, poniewaz pozwala zachowac
korzystne cechy odmiany matecznej, a jednoczesnie daje mozliwos$¢ pewnej zmienno-
$ci gatunku, np. wprowadzenia nowych cech uzytkowych pochodzacych od genotypu
meskiego. Wiekszos¢ triploidalnych odmian chmielu otrzymano w wyniku kontrolo-
wanego lub naturalnego zapylenia tetraploidalnych form zenskich uznanej odmiany
diploidalnym pytkiem meskim (3, 42). Rosliny triploidalne moga takze powstac
w potomstwie roslin uzyskanych w wyniku niekontrolowanego zapylenia triploidow
pytkiem roslin diploidalnych (2). Ponadto uzyskano triploidalng rosling chmielu,
w wyniku krzyzowania diploidalnej odmiany Talisman z osobnikiem meskim, ktory
powstat z kolei ze skrzyzowania diploidalnej odmiany Lubelski z chmielem meskim
pochodzacym z Jugostawii (22). Wymieniony poliploidalny osobnik chmielu powstat
prawdopodobnie w wyniku potaczenia gamet, z ktérych jedna nie ulegta redukcji
w procesie mejozy. Na plantacjach chmielu nadal przewazaja odmiany diploidalne
(2n=2x = 20), ale wieloletnie prace nad uzyskaniem pozadanych odmian triploidal-
nych (2n = 3x = 30) zaowocowaly wprowadzeniem ich do uprawy w wielu krajach
$wiata. Proby uprawy chmielu triploidalnego byly podejmowane w Stanach Zjedno-
czonych juz w latach 70. XX wieku (25). Haunold (25), krzyzujac tetraploidalne
formy odmiany Fuggle z diploidalnymi osobnikami meskimi, uzyskat 778 mieszancow
ro$lin, z ktorych wigkszos¢, bo az 76,3% stanowity triploidy, natomiast 20,8% — aneu-
ploidy. Badania te doprowadzity do uzyskania i wprowadzenia do uprawy w 1977 r.
aromatycznych, triploidalnych odmian chmielu Willamette i Columbia, ktore cha-
rakteryzowaly si¢ intensywnym wzrostem i dawaty wysoki plon (27). Haunold
i Nickerson (28) prowadzili takze badania nad wykorzystaniem triploidalnego
pytku do poprawy plonowania, a takze poprawy jakosci surowca chmielowego na
plantacjach. Zapylenie diploidalnych roslin zenskich Brewer’s Gold pytkiem triplo-
idalnym spowodowato istotny wzrost plonu uzyskiwanego z jednostki powierzchni
w wyniku zwiekszenia wielkosci i masy szyszek chmielowych. W uzyskanym su-
rowcu stwierdzono takze istotnie mniejszg ilo$¢ nasion, ktore zawieraty 23% mniej
thuszezu 1 14% mniej biatka niz w przypadku surowca uzyskanego w wyniku wolnego
zapylenia odmiany Brewer’s Gold meskim pytkiem diploidalnym. Innymi odmianami
triploidalnymi uzyskanymi przez Haunolda i in. (29) byty Crystal, Mount Hood
i Liberty. Odmiany te w poréwnaniu z aromatyczna, diploidalng odmiana Hallertauer
Mittlefriih, z ktorej sie wywodza dawaty prawie dwukrotnie wigksze plony. Beatson
i Brewer (1) uzyskali triploidalne, warto§ciowe odmiany Pacific Gem, Wakatu
i Pacifica. Wszystkie byty niemal beznasienne i zawieraty znacznie wigksze ilo$ci
alfa kwasow niz ich formy rodzicielskie. Krajl (41) w latach 90. uzyskat szereg tri-
ploidalnych odmian aromatycznych, m.in.: Cekin, Celeia, Cerea, Cicero (41). Prace
hodowlane nad uzyskaniem wysokogoryczkowych i aromatycznych triploidalnych
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odmian chmielu prowadzone sa takze w IUNG-PIB. Przeprowadzono konwencjonalne
krzyzowanie tetraploidalnych form aromatycznej odmiany Sybilla z diploidalnymi
osobnikami meskimi i otrzymano 6 populacji mieszaficowych F, z czego 83,8%
stanowily formy triploidalne, natomiast 15,2% — aneuploidy. Wyselekcjonowano
genotypy charakteryzujace si¢ lepszymi cechami morfologicznymi oraz wyzsza
zawartos$cig alfa kwasdw w poréwnaniu z forma diploidalng. Genotypy te moga by¢
zrodtem surowca dla przemystu piwowarskiego (64).

Podsumowanie

Poliploidyzacja jest powszechnym, cennym narzgdziem w programach hodow-
lanych wielu roslin, w tym takze chmielu i tytoniu, a jej zastosowanie nie ogranicza
sie¢ do poprawy potencjalu plonowania. Poliploidy sg wazne jako formy pomostowe
dla transferu genetycznego migdzy gatunkami, u ktérych bezposrednie krzyzowanie
nie jest mozliwe, jak réwniez do przywracania ptodnosci sterylnym mieszancom.
Zastosowanie przez hodowcow poliploidyzacji jako narzedzia pozwolito na uzyska-
nie nowych, lepiej plonujacych i odpornych odmian. Od czasu odkrycia kolchicyny
zwielokrotnianie genomow in vitro z zastosowaniem tego antymitotyku jest najczesciej
stosowane, poniewaz daje mozliwo$¢ wickszej kontroli tego procesu, co zwigksza
efektywno$¢ i tempo powstawania roslin poliploidalnych. W przypadku pozostatych
metod poliploidyzacji gldownymi przeszkodami sa niska czgstotliwo§¢ wytwarzania
niezredukowanych gamet czy pracochtonno$¢, dtugi czas trwania oraz niska efektyw-
no$¢ organogenezy w kulturach in vitro. Jednym z priorytetow programow hodow-
lanych chmielu jest pozyskanie nowych, beznasiennych odmian triploidalnych i tym
samym surowca dobrej jakosci. W hodowli tytoniu krzyzowanie miedzygatunkowe
1 potaczenie metod hodowli tradycyjnej z technikami biotechnologicznymi, w tym
poliploidyzacja w warunkach in vitro, wptywa na skrdcenie procesu hodowlanego
1 daje szans¢ na uzyskanie ulepszonych, odpornych genotypdw tytoniu, ktére decy-
dujg o optacalnosci produkceji. Poza tym w ostatnich dekadach dzi¢ki wykorzystaniu
najnowszych technik biologii molekularnej nastapit znaczny postep w badaniach
wyjasniajacych, w jaki sposob zmiany wielko$ci genomu, w tym poliploidyzacja,
wplywaja na cechy fenotypowe i fizjologi¢ roslin oraz sktad chemiczny surowca.
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GLOWNE ALKALOIDY TYTONIU — CHARAKTERYSTYKA,
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interferencja RNA

Wstep

Alkaloidy to naturalnie wystepujace w przyrodzie zwigzki organiczne, gtownie
pochodzenia roslinnego, charakteryzujace si¢ obecnoscia jednego lub wiecej atomow
azotu zazwyczaj w pierscieniach heterocyklicznych. Obecnie znanych jest ponad
kilka tysigcy tego typu zwigzkow. Stanowig one zréznicowang strukturalnie grupe
produktéw wystepujacych zaro6wno w postaci wolnych zasad, rozpuszczalnych
w wodzie soli kwasow organicznych, estrow, jak i w potaczeniu z taninami czy cu-
krami. Wykazuja wlasciwosci zasadowe i maja silne oddziatywanie na organizmy
ludzkie i zwierzece, co thumaczy si¢ ich strukturalnym podobienstwem do waznych
zwigzkow sygnatowych (neuroprzekaznikow), takich jak: dopamina, acetylocholina,
noradrenalina i serotonina (44). Wiele z nich stanowi sktadniki lekow i srodkow far-
maceutycznych wykazujacych dziatanie rozkurczowe, znieczulajace, przeciwbolowe,
przeciwkaszlowe, przeciwreumatyczne, zotciopedne, przeciwzapalne i przeciwgo-
raczkowe. Znaczna czgs$¢ alkaloidow przejawia rowniez wlasciwos$ci antybakteryjne
iprzeciwgrzybicze (46). Istnieje wiele doniesien wskazujacych, ze sg one produktami
ubocznymi procesow metabolicznych roslin. Pelnig rowniez role ,,broni chemicznej”
przed patogenami i szkodnikami (60). Ze wzgledu na swoj gorzki smak ograniczaja
lub uniemozliwiaja owadom zerowanie na roslinach. Niektdre z nich sg toksyczne
dla owadow lub zaburzajg ich rozwdj i zdolno$ci rozrodcze. Podkresla si¢ rowniez
ich dziatanie stymulujace i regulujace w procesie wzrostu, metabolizmu i reproduk-
cji ro$lin (6). Alkaloidy moga stanowic¢ prekursory do produkcji biatek i bra¢ udziat

*Opracowanie wykonano w ramach zadania 6.3 pt. ,,Upowszechnianie wiedzy o wynikach uzyski-
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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w procesie formowania nasion. Dodatkowo odgrywaja role w detoksykacji szkodli-
wych czynnikow poprzez metylowanie, kondensacje i cyklizacje zwiazkow, ktorych
nagromadzenie w komodrkach prowadzi do uszkodzenia rosliny. Produkowane sa
najczesciej w asymilujacych czgéciach roslin, a kumulowane zazwyczaj w lisciach,
owocach, nasionach, kwiatach, korzeniach i korze (61).

Oszacowano, ze niemal jedna czwarta roslin wyzszych zawiera w swym skta-
dzie alkaloidy. Szczegolnie bogate w te zwiazki sg gatunki z rodziny Papaveracae,
Ranunculaceae, a takze Solanaceae (44). W obrebie rodziny Solanaceae waznym
zrodtem alkaloidow jest tyton szlachetny (Nicotiana tabacum L). Ten pochodzacy
z Ameryki Potudniowej i Meksyku gatunek zawiera szereg alkaloidow, ktore wykazuja
silne dziatanie fizjologiczne na ludzi i zwierzeta. Stosowane w niewielkich dawkach
dzialaja pobudzajaco na receptory cholinergiczne odpowiedzialne za przesytanie
impulséw nerwowych, wzmagaja aktywnos¢ ruchows, stymuluja prace gruczotow
wydzielniczych. Wigksze dawki alkaloidow mogg powodowac nudnos$ci, wymioty,
zaburzenia rytmu serca, porazenie uktadu oddechowego i nerwowego oraz powsta-
wanie procesOw nowotworowych (44). Pod wzgledem budowy chemicznej wszystkie
alkaloidy tytoniowe sg pochodnymi pirydyny — heterocyklicznego zwigzku chemicz-
nego z grupy azyn o aromatycznym, szesciocztonowym pierscieniu zawierajacych
co najmniej jeden atom azotu. Cze$¢ z nich w swej strukturze chemicznej zawiera
takze pierscienie piperydynowy lub pirolidynowy powstate w wyniku cyklizacji
1 dekarboksylacji aminokwaséw biatkowych, takich jak: lizyna, ornityna, prolina
czy kwas glutaminowy (77). Do najwazniejszych alkaloidéw tytoniowych naleza:
nikotyna, nornikotyna, anabazyna, anatabina, miozmina i kotynina. Dominujagcym
zwigzkiem stanowigcym od 90 do 95% ogdlnej puli alkaloidow jest nikotyna (77).
Jej obecno$¢ w lisciach w uznanych granicach jest korzystna i oczekiwana, sprzyja
bowiem podniesieniu jakos$ci surowca tytoniowego. Pozostate alkaloidy stanowig
od 5 do 10% catkowitej zawarto$ci alkaloidow, przy czym w niektorych odmianach
uprawnych dominuje nornikotyna. Obecno$¢ tego alkaloidu w tytoniu jest wysoce
niepozadana, gdyz stanowi on prekursor zwigzkow potencjalnie rakotworczych (32).

Niniejsze opracowanie przedstawia charakterystyke wtasciwosci fizycznych,
chemicznych i biologicznych nikotyny oraz nornikotyny, jak rowniez etapy biosyn-
tezy tych zwigzkéw. Omoéwiono takze wyzwania stojace przed hodowcami tytoniu
w zwigzku z opublikowanymi w 2015 r. rekomendacjami Swiatowej Organizacji
Zdrowia (WHO) dotyczacymi profilu alkaloidowego surowca tytoniowego.

Wiasciwosci fizyczne i chemiczne nikotyny

Pierwsze wzmianki o wystepowaniu pobudzajacej substancji w lisciach tytoniu
pochodza z XVII wieku. Od tego czasu poznano jej budowe chemiczng, wtasciwosci
fizyczne 1 aktywnos$¢ biologiczng. Nikotyna ma posta¢ bezbarwnej, oleistej i ciem-
niejgcej na powietrzu cieczy. Chemicznie czysta nikotyna jest prawie bezwonna,
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natomiast charakteryzuje si¢ ostrym, dtugo utrzymujacym si¢ smakiem. Jej tempe-
ratura wrzenia wynosi 246-247°C, jednakze zaczyna ulatnia¢ si¢ w znacznie nizszej
temperaturze. Rozpuszcza si¢ dobrze w wiekszosci rozpuszczalnikow organicznych,
a takze w wodzie o temperaturze ponizej 60°C (70). Jest zwigzkiem heterocyklicznym
powstaltym w wyniku potaczenia szescioczlonowego pierscienia pirydyny i piecioczto-
nowego pierscienia pirolu, ktérego atom wegla w pozycji 2 stanowi centrum chiralne.
Znane sa dwa izomery optyczne nikotyny, tj. L-nikotyna i D-nikotyna, r6zniace si¢
kierunkiem skrecania $wiatta spolaryzowanego. W komorkach roslinnych alkaloid
ten wystepuje najczesciej w polaczeniu z kwasami jabtkowym i cytrynowym, tworzac
sole, poza tym moze by¢ zwigzany z garbnikami i zywicami (45). Jest zwigzkiem
chemicznym o silnym dziataniu psychoaktywnym i uzalezniajacym (45).

Biosynteza nikotyny w tytoniu szlachetnym

Biosynteza nikotyny jest procesem zlozonym, kontrolowanym przez dwa nie-
powiazane ze soba genetyczne loci NICI i NIC2 warunkujace produkcje enzymow
katalizujacych reakcje dwoch niezaleznych szlakow metabolicznych prowadzacych
do powstania pierscienia pirolidynowego i pierscienia pirydynowego (66). Substra-
tem w szlaku prowadzacym do powstania pierscienia pirolidynowego jest putrescyna
(rys. 1), ktéra moze by¢ wytwarzana dwiema alternatywnymi drogami: bezposrednio
z ornityny w wyniku dzialania dekarboksylazy ornitynowej (ODC) lub posrednio
z argininy (83). W metodzie posredniej arginina jest dekarboksylowana do agmatyny
zudziatem dekarbosksylazy argininowej (ADC). Nastepnie podlega hydrolizie do V-
-karbamoiloputrescyny przez iminohydrolaze agmatyny (AIH), a potem do putrescyny
przez amidohydrolazg N-karbamoilputrescyny (NCPAH) (37). Dalej putrescyna jest
przeksztatcana do N-metyloputrescyny przez N-metylotransferazg putrescyny (PMT).
Wreszcie, N-metyloputrescyna jest deaminowana oksydacyjnie przez oksydaze
N-metyloputrescyny (MPO) do 4-metyloaminobutanalu, ktory spontanicznie cy-
klizuje, tworzac kation N-metylopiroliniowy. Kation N-metylopiroliniowy stanowi
substrat do tworzenia pierscienia pirolidynowego. Katalizatorem reakcji jest syntaza
nikotyny (SN) (8).

Szlak syntezy pier$cienia pirydynowego nikotyny rozpoczyna si¢ od kwasu
L-asparaginowego, ktory jest utleniany przez oksydaze L-asparaginianowa (AO) do
kwasu a-iminobursztynowego. W kolejnym etapie 3-fosforan aldehydu glicerynowego
przy udziale syntazy chinolinowej (QS) kondensuje z kwasem a-iminobursztynowym,
tworzac kwas chinolinowy (17). Nastepnie kwas chinolinowy jest przeksztatcany do
NAMN (mononukleotydu niacyny) przez kluczowy w syntezie wielu alkaloidow en-
zym fosforybozylotransferaze kwasu chinolinowego QPT (83). NAMN moze by¢
przeksztatcony w kwas nikotynowy albo bezposrednio przez glikohydrolazg NAMN,
albo poprzez wieloetapowy proces obejmujacy synteze i degradacje koenzymu NAD
(dinukleotydu nikotynamidowo-adeninowego) (74, 75, 76).
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W ostatnim etapie syntezy nikotyny prekursor — kwas nikotynowy jest redukowany
poczatkowo do kwasu 3,6-dihydronikotynowego (47, 48), nastepnie ulega dekarbok-
sylacji i sprzezeniu z substratem N-metylopiroliniowym. W kondensacji pierscienia
pirolidyny i pirydyny posrednicza dwie oksydoreduktazy A622 oraz biatka BBL (ang.
berberine bridge enzyme-like). Jednak doktadny przebieg finalnego etapu biosyntezy
nikotyny, jak rowniez sktad i budowa enzymoéw w to zaangazowanych pozostaja
wcigz niewyjasnione (18, 42). Nowo zsyntetyzowana nikotyna jest transportowana
do wakuoli przez zlokalizowane w tonoplastach transportery (65).

Jak wykazaty badania Chaze (12) oraz Fardy i in. (24) prowadzone z wyko-
rzystaniem technik histochemicznych, gtéwnym miejscem syntezy alkaloidow sa
komorki kory usytuowane w wierzchotkowej czesci korzeni. Zastosowanie szczepienia
komercyjnej odmiany pomidora na podktadkach N. tabacum ‘Samsun’ zaowocowa-
o pojawieniem si¢ znacznych ilosci nikotyny w lisciach pomidora (30). Réwniez
eksperymenty z zastosowaniem kultur komérkowych szeregu gatunkéw z rodzaju
Nicotiana potwierdzily, ze bazowym miejscem syntezy alkaloidow tytoniowych sa
korzenie. Flores i Filner (25) podaja, ze w kulturach korzeni i wtosnikow N. tabacum
odnotowano intensywna syntez¢ nikotyny (3% s.m.), podczas gdy hodowle kalusa oraz
zawiesin komoérkowych pozyskanych z lisci N. tabacum ‘Wisconsin 38’ produkowaty
sladowe ilosci tego zwiazku (71).

Wiekszos¢ wyprodukowanej w korzeniach nikotyny jest transportowana ksylemem
do lisci, kwiatow i nasion, gdzie ulega nagromadzeniu w wakuolach komdrkowych.
Translokacja nikotyny odbywa si¢ z uwagi na to, ze wysoki jej poziom w korze-
niach powoduje hamowanie zwrotne ekspresji genéw zaangazowanych w synteze
alkaloidu. Utrzymywanie niskiego st¢zenia nikotyny w cytoplazmie komorek ko-
rzeni jest istotne dla zapewnienia jej ciagtej produkcji (77). Z kolei jej sekwestracja
w wakuolach komoérkowych lisci jest swego rodzaju roslinng strategia detoksykacji
alkaloidow i ochrony komorek przed zatruciem (65). W translokacj¢ i akumulacje
endogennej nikotyny zaangazowanych jest kilka transporterow z rodziny MATE
(ang. multidrug and toxic compound extrusion), jak rowniez z rodziny permeaz
wychwytu puryny. Transportery typu MATE, w tym NtMATE1 i NtMATE2, to
rozmieszczone w komorkach korzeni biatka wykorzystujace antyport protonow
z wakuoli do przemieszczania cytoplazmatycznej nikotyny przez tonoplast komorek
korzenia (65). Z kolei transporter Nt-JAT1 jest zaangazowany w wakuolarng aku-
mulacje nikotyny w nadziemnych cze$ciach roslin tytoniu w lisciach, lokalizuje si¢
w tonoplascie i wykazuje aktywnos$¢ antyportu nikotynowo-protonowego. Nt-JAT1
moze funkcjonowaé w procesie wyptywu nikotyny z komorek i tadowania jej do
ksylemu w korzeniach.
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Rys. 1. Szlaki metaboliczne prowadzace do biosyntezy nikotyny w komorkach korzeni Nicotiana
tabacum L. Czerwona czcionka oznaczono enzymy uczestniczace w poszczegélnych etapach szlaku,
NAMN — mononukleotyd kwasu nikotynowego, NAD — dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy,
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asparaginianowa, QS — syntaza kwasu chinolinowego, QTP — fosforybozylotransferaza
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Zrédto: Zenkner i in., 2019 (83); Dewey i Xie, 2013 (19)
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Kolejny transporter Nt-JAT2 zostal zidentyfikowany jako transporter nikotyny
w lisciach. Nt-JAT2 lokalizuje si¢ w tonoplascie i bierze udzial w transporcie nikotyny
do $wiatla wakuoli specyficznie w lisciach (58). Wreszcie rozmieszczony w blonie
plazmatycznej tytoniu transporter (biatko) z rodziny permeaz wychwytu nikotyny 1
(NUP 1) zaangazowany jest w wychwytywanie puryn i zapobieganie utracie niko-
tyny z apoplastu. NUP1 wykorzystuje symport protonowy do wychwytu nikotyny
(35). Ekspresja NUP1 zachodzi gtéwnie w komodrkach epidermalnych wierzchotkow
korzeni, chociaz niska ekspresje wykryto takze w lisciach i todygach roslin tytoniu.
NUP1 moze zapobiegac utracie nikotyny z apoplastu, a nawet pobiera¢ wydzielona
nikotyn¢ z powrotem do tkanek korzenia (43). NUP1 funkcjonuje w celu utrzyma-
nia preferowanej homeostazy nikotyny w komorkach korzenia poprzez regulowane
uwalnianie i resorpcj¢ nikotyny pomiedzy komoérkami korzenia a ryzosfera (19).
Sugerowano rowniez, ze transporter NUP1 moze importowa¢ nikotyn¢ z ksylemu
do komorek liscia (39). Wciaz nierozpoznane sg transportery odpowiedzialne za
wprowadzenie nikotyny do ksylemu w korzeniach, jak rowniez uwolnienie nikotyny
z ksylemu do komorek lisci.

Regulacja zawartoS$ci nikotyny w tytoniu

Kazda cze$¢ rosliny tytoniu zawiera nikotyne. Jak podaje Weeks i Bush (78),
niewielkie ilo$ci tego zwigzku mozna wykry¢ nawet w dojrzatlych nasionach. Znaczny
wzrost koncentracji nikotyny i innych alkaloidow notuje si¢ wraz z kietkowaniem
nasion i wzrostem wydtuzeniowym korzenia. Czynnikami modyfikujacymi kumulacje
nikotyny na tym etapie rozwoju mogg by¢ temperatura otoczenia i §wiatto. Doswiad-
czenia wykazaly, ze najwickszg akumulacje nikotyny (2588 pg-g™!' s.m.) uzyskano
w siewkach utrzymywanych przez 144 godziny w temperaturze 27°C, a najmniejsza
(51 pg'g' s.m.) w siewkach poddanych dziataniu temperatury 16°C przez ten sam
okres czasu. Gromadzeniu nikotyny w siewkach sprzyja réwniez poczatkowa 8-go-
dzinna fotoindukcja nasion, a nastepnie utrzymywanie ich w ciemnos$ci. Wraz ze
wzrostem tytoniu wzrasta takze produkcja nikotyny w roslinie. Najwieksza jej ilo$¢ jest
wytwarzana po osiagnieciu przez rosliny faz pakowania i kwitnienia. Rozmieszczenie
nikotyny w poszczegolnych organach jest mocno zréznicowane. Wigkszos¢ nikoty-
ny jest magazynowana w liSciach. Nieco mniej alkaloidu gromadzi si¢ w kwiatach,
a znacznie mniej w todygach i korzeniach. Poziom nikotyny w lisciach tytoniu jest
takze uzalezniony od potozenia na todydze (69). Djordjevic i in. (20) podaja, ze
liscie tytoniu Virginia pozyskane z dolnej czg$ci rosliny zawierajg niemal dwukrot-
nie mniej nikotyny niz liscie zebrane z jej wierzchotka (odpowiednio: 37,37 mg-g™!
160,37 mg-g' s.m.). Robwniez rozmieszczenie nikotyny w blaszce lisciowej nie jest
roéwnomierne. Najwigcej alkaloidu jest w brzeznej cze$ci blaszki lisciowej, a najmniej
u podstawy i w koncowym fragmencie liscia (7, 9). Rdznice w rozmieszczeniu niko-
tyny migdzy segmentami liScia tytoniu ciemnego suszonego powietrzem ‘KY171°
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moga wynosi¢ nawet 43,04 mg-g' s.m. (7). Inni autorzy badajacy zmiany zawartosci
nikotyny w poszczegdlnych czesciach rosliny zauwazyli, ze najbogatsza pod tym
wzgledem jest skorka lisci, a nastepnie migkisz gabczasty lisci. Nieco mniej nikoty-
ny zawiera kora pierwotna korzeni, skorka i tkanka migkiszowa todygi oraz migkisz
palisadowy lisci. Mate ilosci nikotyny zawieraja nerwy lisci i rdzen todygi. Najmniej
alkaloidu stwierdzono natomiast w walcu osiowym korzeni (56). Decydujacy wptyw
na produkcje¢ i gromadzenie nikotyny w liciach tytoniu wywieraja jednak wtasciwosci
genetyczne odmian i przynalezno$¢ do typu uzytkowego. Posrod roznych typow uzyt-
kowych tyton orientalny i odmiana Maryland maja na og6t niska zawarto$¢ nikotyny
stanowiagca od 0,3 do 1% s.m. Z kolei tyton typu Virginia odznacza si¢ zawarto$cig
nikotyny od niskiej do $redniej (1-2,5%). Liscie odmian kubanskich, tytoniu typu
Burley, maja $rednig zawarto$¢ nikotyny (3—4% s.m.). W przypadku niektorych od-
mian nalezacych do tytoniu ciemnego (typ Mocny Skroniowski) zawarto$¢ nikotyny
moze wynosi¢ 4-5% (2, 21, 56).

Oprocz czynnikow genetycznych zawartos¢ nikotyny w liSciach tytoniu pozostaje
pod duzym wptywem czynnikdéw srodowiska, takich jak: wilgotnos¢ gleby, tempera-
tura czy naslonecznienie. Nadmierne opady wptywajg niekorzystnie na akumulacje
azotu, a w efekcie nikotyny w roslinie, glownie z powodu wymywania pierwiastka
z gleby (73). Z kolei mala ilo$¢ opadéw atmosferycznych w sezonie wegetacyjnym
sprzyja akumulacji nikotyny w lisciach (4). Lagodny stres suszy prowadzi bowiem
do wzmozonej produkcji kwasu jasmonowego bedacego stymulatorem produkcji
metabolitéw wtornych, w tym nikotyny. Dodatkowo zaobserwowano, ze u odmian
typu Virginia zmiany st¢zenia nikotyny sa zwykle mniej zwigzane z wahaniami
wilgotno$ci gleby, natomiast w przypadku odmian typu papierosowego ciemnego
wysoka lub niska wilgotnosc¢ gleby wywiera zdecydowanie wigkszy wptyw na syntezg
i akumulacje alkaloidow (79). Rowniez temperatura gleby moze modyfikowac¢ profil
alkaloidowy tytoniu. Malik i in. (54) poddali strefe korzeniowsa tytoniu dziataniu
réznych temperatur: 12, 25, 30°C. Stwierdzili, Ze rosliny utrzymywane przez dwie
doby w temperaturze 30°C odznaczaly si¢ zdecydowanie nizszg zawartoscia niko-
tyny w korzeniach i wyzsza zawarto$cig tego alkaloidu w lisciach w poréwnaniu
z roslinami uprawianymi w temperaturach 12 i 25°C. Bylo to wynikiem obnizenia
w korzeniu poziomu ekspresji genow warunkujacych produkcje enzyméw PMT i A622
uczestniczacych w biosyntezie nikotyny, ale takze zmian w transporcie i akumulacji
nikotyny w lisciach. Mechanizmy molekularne, za pomoca ktérych stres temperatu-
rowy zmienia ekspresje gendw pozostaja wcigz nieznane. Z danych zamieszczonych
przez Tso i in. (72) wynika, ze zawarto$¢ nikotyny w tytoniu moze rosna¢ wraz
ze wzrostem nastonecznienia roslin. W wyniku wydtuzenia fotoperiodu z 8 do 16
godzin odnotowano zwigkszong zawarto$¢ nikotyny w lisciach (odpowiednio z 5,28
do 19,80 mg-rosling™).

Poziom i sktad alkaloidow tytoniowych w znacznym stopniu zaleza od zasob-
no$ci stanowiska. Gleby zyzne, z duza zawarto$cia materii organicznej, sprzyjaja
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gromadzeniu nikotyny w li§ciach. Rownie waznym czynnikiem jest nawozenie
mineralne roslin. Odpowiednie zaopatrzenie w sktadniki pokarmowe intensyfikuje
wzrost systemu korzeniowego i czeéci nadziemnej roslin, co przektada si¢ na wzrost
parametrow chemicznych lisci. Jednym z najwazniejszych sktadnikéw mineral-
nych wptywajacym na poziom nikotyny w lisciach jest azot (N) (15). Efektywnos$¢
nawozenia tym pierwiastkiem jest znacznie bardziej zauwazalna w poroéwnaniu
z dziataniem innych sktadnikéw mineralnych, ale pierwiastek ten musi by¢ stosowany
w umiarkowanych dawkach. Nadmiar N moze op6znia¢ dojrzewanie lisci i obnizaé
jakos¢ plonu (73). Zrdwnowazone zaopatrzenie roslin w ten pierwiastek sprzyja
prawidlowemu rozwojowi ro$lin i intensywnej biosyntezie nikotyny w korzeniach.
Drake iin. (23) stosowali r6zne dawki azotu (75, 100, 125%) w 5 terminach wzrostu
tytoniu Virginia (tj. 0, 2, 4, 6, 8 tygodni po sadzeniu roslin). Uzyskali porownywal-
nie wysokg zawartosci alkaloidow w lisciach (>2,75% s.m.), stosujac standardowo
zalecang dawke N (100%) roztozong rownomiernie w trakcie sezonu wegetacyjnego
podobnie jak po aplikacji 125% zalecanej dawki podanej gtéwnie przed sadzeniem
rozsady i1 w poczatkowej fazie wzrostu roslin. Jak podaje Wilkinson iin. (80) oraz
Tso (73), sposob aplikacji i rozmieszczenie nawozu azotowego ma rowniez znaczacy
wplyw na stezenie nikotyny. RGwnomiernie rozproszone stosowanie nawozu zwykle
powoduje ograniczone pobieranie azotu i w konsekwencji nizszg zawartos¢ nikotyny
w lisciach. Z kolei nawozenie zlokalizowane, pasowe, zwigksza pobieranie azotu, co
prowadzi do zwigkszenia zawarto$ci nikotyny w roslinie (26). Drugim niezbednym
sktadnikiem pokarmowym oddziatujagcym na zawarto$¢ nikotyny w tytoniu jest potas
(K). Zalecenia dotyczace optymalnych dawek nawozenia K r6znig si¢ w zaleznosci od
rodzaju gleby, pozostatosci pierwiastka w glebie, terminu jego stosowania, a nawet
w zaleznos$ci od odmiany tytoniu. Z reguty rolnicy stosuja duze dawki potasu — od
130 do 160 kg-ha™' w postaci K,O w celu uzyskania wysokich plonéw, a takze zapew-
nienia odpowiedniego poziomu sktadnika, zwlaszcza na glebach gruboziarnistych,
podatnych na wymywanie. Zaobserwowano jednak, ze nadmiernie wysoki poziom
potasu w glebie wyraznie ogranicza produkcje nikotyny w korzeniach (81). Zupelnie
odmienna sytuacja jest w przypadku nawozenia fosforem. Jego zawarto$¢ w glebie
nie wptywa zasadniczo na poziom nikotyny w liSciach (53). Aczkolwiek Gaines
1in. (27) podaja, ze wywotane w uprawie hydroponicznej niedobory podstawowych
makrosktadnikow, w tym fosforu, spowodowaty obnizenie poziomu alkaloidow
W porownaniu z obserwowanym w ro$linach kontrolnych optymalnie zaopatrzonych
w sktadniki pokarmowe. Rowniez Henry i in. (33) zalecaja, by unika¢ niedoboréw
fosforu, poniewaz mogg one intensyfikowac negatywny wptyw pobierania azotu przez
rosliny w okresie dojrzewania li§ci i w konsekwencji pogarsza¢ profil alkaloidowy
roslin.

Wigkszos¢ praktyk agrotechnicznych poprawiajacych zdrowotnos¢ roslin 1 wiel-
ko$¢ plonow ma pozytywny wptyw na produkcje i akumulacje alkaloidow. Wérdd
nich wymienia si¢ migdzy innymi sadzenie roslin. Wplyw wywiera zaréwno termin
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sadzenia, jak 1 wielko$¢ sadzonek. Badania przeprowadzone przez Hawksa iin. (31)
wykazaty, ze ro§liny posadzone 2 tygodnie wezesniej niz zwykle miaty najnizszy po-
ziom alkaloidow w czasie zbioru, podczas gdy rosliny posadzone 2 tygodnie pozniej
od zalecanego terminu miaty znacznie wyzszy poziom alkaloidéw. Réwniez Miner
(57) wykazat wyzszy poziom alkaloidéw w roslinach posadzonych 4 tygodnie p6z-
niej niz zwykle. Z kolei Congleton i in. (16) nie zaobserwowali znaczacych ro6znic
w poziomie alkaloidéw, gdy tyton sadzono o 48 tygodni p6zniej niz zwykle. Autorzy
nadmieniaja jednak, ze sadzonki wysadzone na polu po zalecanym terminie majg ten-
dencj¢ do przedwczesnego konczenia fazy wegetatywnej, co skutkuje przedwczesnym
kwitnieniem, wytworzeniem na roslinie niewielkiej liczby liSci z niskg zawartoscia
nikotyny. Gromadzeniu nikotyny w li§ciach shuzy uprawa roslin w szerokiej rozstawie.
Male zaggszcezenie roslin sprzyja bowiem optymalnemu zaopatrzeniu w sktadniki
pokarmowe, w tym zwigzki azotowe, co skutkuje zwigkszong produkcjg alkaloidow.

Jednym z wazniejszych zabiegow pielegnacyjnych tytoniu, ktory wptywa korzyst-
nie na sktad chemiczny lisci jest ,,oglawianie” roslin, czyli usuwanie kwiatostanu
gléwnego. Zabieg ten ma na celu zatrzymanie asymilatéw i produktow przemiany
materii w li§ciach, dzieki czemu staja si¢ wicksze i tresciwsze (73). Dodatkowo
praktyka ta wplywa znaczaco na wzrost zawarto$ci nikotyny w lisciach (26). Uwa-
7a sie, ze usuni¢cie kwiatostanu znosi dominacje wierzchotkowa, pobudza wzrost
korzeni, a dodatkowo uruchamia szlak sygnatowy kwasu jasmonowego (JA) (63).
Aktywacja szlaku sygnatowego JA w lisciach przyczynia si¢ do wzrostu puli JA
w korzeniach oraz ekspresji licznych genéw zaangazowanych w reakcje obronne
ro$lin. Biatkowe produkty tych gendéw z kolei indukujg produkcje nikotyny poprzez
regulacje enzyméw zaangazowanych w biosynteze alkaloidu, np.: PMT (5, 34).
W efekcie notuje si¢ wzrost zawartosci nikotyny w lisciach (1). Ustalenie optymal-
nej wysokosci oglawiania jest dos¢ trudne z powodu duzego zréznicowania odmian
komercyjnych pod wzgledem liczby lisci, jak réwniez predyspozycji do produkcji
alkaloidow. Z reguly pozostawienie na roslinie wigkszej liczby lisci skutkuje niz-
szym stezeniem nikotyny, podczas gdy niskie ogltawianie i pozostawienie na roslinie
matej liczby liSci prowadzi do wyzszego stezenia nikotyny. Grsi¢ i in. (29) badali
wplyw wysoko$ci ogtawiania na zawarto$¢ nikotyny w liSciach trzech odmian tytoniu
papierosowego jasnego. Wykazali, ze skrocenie pedu i pozostawienie na todydze
17 zamiast 20 lisci prowadzi do wzrostu koncentracji nikotyny $rednio o 0,11%.
Efekty niskiego oglawiania roslin w postaci wzrostu zawartosci alkaloidow gtownych
sg najwyrazniejsze w lisciach §rodkowych 1 gérnych (26). Zabieg ogltawiania tytoniu
mozna przeprowadzac w fazie pgkowania roslin, w okresie pojawiania si¢ pierwszych
rozowych kwiatéw lub podczas pelni kwitnienia. Stocks i Whitty (68) utrzymu-
ja, ze termin usuni¢cia kwiatostanu wptywa znaczaco na koncentracje alkaloidéw
w lisciach. Najlepszym terminem oglawiania tytoni papierosowych jasnych (typy
Virginia i Burley) rosngcych na glebach piaszczysto-gliniastych jest poczatek kwit-
nienia.
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Usunigcie pedu gtéwnego przerywa dominacj¢ wierzchotkowa i stymuluje roz-
w0j pedow bocznych. Pedy boczne tytoniu, potocznie zwane pasynkami, wyrastaja
z pakow znajdujacych sie w katach lisci. Pozostawienie ich na roslinie oprocz wy-
raznych strat w plonowaniu, o ok. 20-35%, powoduje spadek zawartosci nikotyny
w lisciach (79). Tso (73) utrzymuje, ze sposob usuwania odrostow bocznych wywiera
znaczacy wptyw na zawarto$¢ nikotyny. Efektem recznego niszczenia odrostow jest
najczesciej wzrost koncentracji nikotyny w lisSciach. Natomiast uzycie do tego celu
chemicznych regulatorow wzrostu moze przyczyniaé si¢ do spadku jej zawartosci.
Po zastosowaniu hydrazydu maleinowego catkowita zawartos¢ alkaloidow w rosli-
nach spadta 0 0,32% w poréwnaniu z notowana u roslin, na ktérych zabieg wykonano
recznie. Zupehnie inaczej jest w przypadku niszczenia odrostow przy uzyciu $Srodkow
z grupy herbicydow. Ich stosowanie niekiedy wrecz sprzyja akumulacji alkaloidu.
Jak wykazaly badania Jones i Rideout (38), w wyniku stosowania flumetraliny
w dawce 57 mg-rosling™! stezenie nikotyny w lisciach wyniosto 2,54%, podczas gdy
po aplikacji dawki 91 mg-rosling™! zawarto$¢ nikotyny wyniosta 3,12%.

Kolejnym zabiegiem wywierajacym znaczacy wptyw na poziom nikotyny w su-
rowcu tytoniowym jest zbior lisci. Przed przystgpieniem do zbiordw nalezy ocenié
dojrzato$¢ technologiczna lisci, tj. okresli¢ ich barwe, lepkos¢ i utozenie wzgledem
lodygi. Zbiér lisci w odpowiedniej fazie jest wazny nie tylko z uwagi na osiggnie-
cie jak najlepszych cech fizycznych surowca, ale takze parametréw chemicznych,
w tym pozadanej koncentracji alkaloidow. Zbyt wezesne podrywanie lisci skutkuje
otrzymaniem surowca z duzg zawartoscig wody, biatka i chlorofilu, a matg iloscig
sktadnikow aromatycznych i nikotyny. Z kolei zbiér nieco przejrzatych lisci przy-
czynia si¢ do uzyskania surowca z matg zawartos$cig weglowodandw i zwickszonym
poziomem nikotyny (29). Wigksza liczba zbioréw dostosowana do tempa dojrzewania
lisci na todydze umozliwia uzyskiwanie surowca o pozadanej zawarto$ci nikotyny
w liSciach. Warto zauwazy¢, ze na zawartos$¢ alkaloidow tytoniu mogg wptywac takze
uszkodzenia powstale podczas zbioru i przygotowanie liSci do suszenia, jak rowniez
urazy spowodowane dziataniem czynnikéw atmosferycznych, np. gradu czy wiatru.

Nornikotyna — wlasciwosci fizyczne, chemiczne i biologiczne

Kolejnym metabolitem wtornym produkowanym przez tyton szlachetny i wiele
dzikich gatunkow z rodzaju Nicotiana jest nornikotyna. Pierwsze wzmianki litera-
turowe o nornikotynie pochodza z 1927 r., kiedy to Polonovscy opisali metode jej
uzyskiwania. Identyfikacja tego alkaloidu w tytoniu odbyta si¢ w 1928 roku przez
Ehrensteina. Dwa lata pdzniej Von Brown 1 Weissbach uzyskali nornikotyne w wa-
runkach laboratoryjnych w wyniku demetylacji nikotyny. Nornikotyna jest bezbarwna,
higroskopijna, nieco oleista cieczg o lekkim zapachu aminy, ktory jest mniej ostry niz
zapach nikotyny. Rozpuszcza si¢ w wodzie i rozpuszczalnikach organicznych. Jest
jednak mniej lotna niz nikotyna (55). Pod wzgledem budowy chemicznej nornikotyna
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jest bardzo podobna do nikotyny. Zawiera dwa pierscienie, pirydyny i pirolidyny,
przy czym do atomu azotu pirolidyny zamiast grupy metylowej zostal przytaczo-
ny atom wodoru. Podobnie jak nikotyna, jest substancja optycznie czynna, ktéra
w roslinach wystepuje w formie izomerdéw optycznych (enancjomerow) (S), (R) i SR-
-nornikotyny, wykazujacych podobne wtasciwosci fizyczne i chemiczne. Ich proporcje
w komercyjnych odmianach tytoniu sg zr6znicowane. Najczesciej dominuje forma
R, ktora w korzeniach stanowi 60-80%, a w lisciach 50-80%. Alkaloid ten powstaje
w wyniku oksydacyjnej N-demetylacji nikotyny w nornikotyne zaréwno w lisciach,
jak i korzeniach ro$lin (11, 67).

Przeprowadzone przez Blaima (3) badania sekwestracji nornikotyny przez
N. glutinosa wykazaly, ze zawartos¢ tego alkaloidu jest zmienna i uzalezniona od
wieku rosliny. Mtode siewki sa pozbawione nornikotyny. Natomiast starsze, 8-tygo-
dniowe rosliny wykazuja nieznaczny poziom tego alkaloidu, ktory wzrasta wraz ze
wzrostem roslin. Nornikotyna z korzeni jest transportowana do najnizej polozonych
lisci, z czasem trafia do tych z wyzszych pieter. Stad liscie dolne zawieraja najwigksze
ilo$ci nornikotyny, a posiadaja najmniej nikotyny. Natomiast liScie sSrodkowe, z mniej-
sza ilo§cig nornikotyny, sg zasobniejsze w nikotyne. Odnotowano takze zréznicowane
rozmieszczenie nornikotyny w poszczegolnych czesciach blaszki lisciowej. Brzegi
liScia obfituja w nornikotyne, natomiast czgs¢ sSrodkowa jest niemal pozbawiona tego
alkaloidu (3). Zawarto$¢ nornikotyny w tytoniu uprawnym waha si¢ zazwyczaj od
2 do 5% ogolnej sumy alkaloidow (11). Znane sg jednak odmiany tytoniu, w ktorych
nornikotyna stanowi nawet 95% ogoétu alkaloidéw. Nalezg do nich przede wszyst-
kim odmiany zaliczane do typu uzytkowego Burley, jak rowniez do innych typow
uzytkowych, ktorych liscie suszone sg na powietrzu. Natomiast wiekszo§¢ odmian
w typie Virginia charakteryzuje si¢ niska zawarto$cia nornikotyny (59, 67). Ilos¢
nikotyny i nornikotyny oraz wzajemny stosunek zawartosci tych dwoch substancji
sa wykorzystywane do oceny jakosci tytoniu.

Nornikotyna wykazuje silne dziatanie na ludzi i zwierzgta. Uwalnia dopaming
w modzgu, przez co przyczynia si¢ do wzmacniania dzialania nikotyny i przyspiesza
proces uzaleznienia. Jest uwazana za jeden z najbardziej szkodliwych alkaloidow,
poniewaz jest prekursorem specyficznej dla tytoniu N-nitrozonornikotyny (NNN),
z grupy nitrozoamin tytoniowych (TSNA) (ang. tobacco-specific nitrosamines). Ni-
trozoaminy sa odpowiedzialne za wystepowanie wielu nowotworéw (32), zmieniaja
profil lipidowy krwi, powodujac wzrost prawdopodobienstwa rozwoju miazdzycy
i choroby wiencowej. Dodatkowo obnizaja poziom katalazy i dysmutazy nadtlen-
kowej, tj. enzymow bioracych udziat w niwelowaniu wplywu wolnych rodnikow na
organizm cztowieka. Testy farmakologiczne wykazaty, ze wtasciwosci fizjologiczne
nitrozonornikotyny zaleza od optycznej formy jej wystepowania. Forma S-nitrozo-
nornikotyny charakteryzuje si¢ wyzsza zdolno$cig akumulacji i wyzszym poziomem
toksycznosci od formy R-nitrozonornikotyny (9).
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Biosynteza nornikotyny w tytoniu szlachetnym

W wyniku dzialania funkcjonalnych N-demetylaz nikotyny (NND) zgroma-
dzona w komorkach tytoniu nikotyna ulega przemianom biochemicznym (rys. 2).
Grupa metylowa pierscienia pirolidynowego zostaje zastgpiona atomem wodoru,
a nikotyna przeksztatca si¢ w nornikotyne. Produktem ubocznym tej reakcji jest CO,.
Dowiedziono, ze enzymy NND sa kodowane przez grupe gendéw cytochromu P450
nalezacych do podrodziny CYPS82E (65). W N. tabacum wystgpuje co najmniej pi¢¢
genow zwigzanych z CYPS2E. Sa to: CYPS82E4, CYPS2E5 1 CYPS2E10, ktore koduja
funkcjonalne N-demetylazy nikotyny (10, 67, 51), jak réwniez geny CYPS2E2 1 CY-
P82E3 kodujace enzymy nieaktywne (10). Badania dowiodly, ze geny te znajduja si¢
w niestabilnym locus sprzyjajacym ich przemieszczaniu si¢, co w efekcie powoduje
spontaniczne pojawianie osobnikow przeksztatcajacych nikotyne do nornikotyny
(51). Stad w populacjach odmian i linii hodowlanych, stabilnych pod wzgledem
wielu cech uzytkowych, notuje si¢ znaczne zréznicowanie migdzyosobnicze pod
wzgledem zawarto$ci nikotyny i nornikotyny. Rosliny, ktére gromadza nikotyne
jako alkaloid gtowny nazywane sa niekonwerterami, a te, u ktérych znaczna czgsé
nikotyny przeksztatcana jest w nornikotyne, okreslane sg jako konwertery. Wysoka
frekwencj¢ konwerterow obserwuje si¢ przede wszystkim w odmianach nalezacych
do typu uzytkowego Burley, w przypadku ktérych proces suszenia prowadzony na
powietrzu, w nieogrzewanych wiatach sprzyja oksydacyjnej N-demetylacji nikotyny.
Mniejszy udzial konwerteréw notuje si¢ natomiast wsrdd suszonych gorgcym po-
wietrzem odmian w typie Virginia, u ktérych oddzialywanie wysokiej temperatury
inaktywuje geny warunkujgce przebieg konwersji (59).

Aktywno$¢ enzymow NND i efektywno$¢ konwersji nikotyny w nornikotyne sa
zréznicowane i uzaleznione od wielu czynnikéw wewnetrznych, zewnetrznych, ale
takze fazy rozwojowej roslin. Wedtug Chelvarajana i in. (13) czynnikiem we-
wnetrznym stymulujgcym aktywno$¢ NND moze by¢ podwyzszony poziom NADH
(dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego) w komorkach. Zastapienie NADPH formag
NADH zwigksza trzykrotnie wydajnos$¢ konwersji nikotyny w nornikotyne. Z kolei
czynnikiem zewnetrznym wydatnie ograniczajacym wydajno$¢ procesu demetylacji
moze by¢ wzrost temperatury otoczenia powyzej 30°C. Donaldson i Luster (22)
utrzymuja, ze skutecznym inhibitorem demetylacji nikotyny jest takze tlenek wegla,
ktéry blokuje dziatanie NND.
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Rys. 2. Schemat przemian nikotyny w roslinach tytoniu szlachetnego

Zrodto: Siminszky i in., 2005 (67); Cai, 2012 (9)

Ustalono rowniez, ze w ro$linach tytoniu zachodzi metylacja nornikotyny do ni-
kotyryny 1 nikotyny, jak rowniez przeksztalcenie nornikotyny do miosminy. Leete
(49) przez 8 dni podawat mtodym roslinom tytoniu znakowang (2-'*C) nornikotyng,
a nastgpnie dokonywat ekstrakcji 1 rozdziatu poszczegdlnych alkaloidow z roslin.
Uzyskal nieznaczny stopief radioaktywnos$ci w nikotynie (0,047% pozyskanej niko-
tyny) i znaczacy poziom radioaktywnos$ci w miosminie (25,4%).

Modyfikacje zawartosci nikotyny i nornikotyny a hodowla tytoniu

Konsumpcja wyrobdw tytoniowych wciaz pozostaje duzym wyzwaniem dla zdro-
wia publicznego na calym $wiecie. Wiele instytucji, w tym Swiatowa Organizacja
Zdrowia (WHO), od lat prowadzi intensywna polityke antynikotynowa, wskazujac
uzywanie wyrobdw tytoniowych jako istotny czynnik ryzyka rozwoju wielu groznych
choréb. Chociaz nikotyna nie jest rakotwdrcza sama w sobie, wykazuje dziatanie
uzalezniajace, a produkty jej przemiany sg zaliczane do czynnikdw rakotwdrczych.
W 2015 r. WHO opublikowata rekomendacje dotyczace obnizenia stezenia nikotyny w
krajance papierosowej do poziomu 0,04%. Uznano bowiem, ze obnizenie zawartosci
sktadnika uzalezniajgcego w surowcu i wyrobach tytoniowych moze odegra¢ wazng
role w koncepcji majacej na celu ztagodzenie negatywnych skutkéw palenia tytoniu
na poziomie §wiatowej populacji.

Strategia redukcji zawartosci nikotyny w tytoniu mozne by¢ realizowana z wy-
korzystaniem szeregu metod chemicznych, agrotechnicznych, prac hodowlanych
oraz badan genetycznych. Ekstrakcja chemiczna nikotyny z liSci tytoniu pozwala
zmniejszy¢ zawarto$¢ tego alkaloidu do bardzo niskiego poziomu, ale jednocze$nie
przyczynia si¢ do zmniejszenia zawartosci sktadnikéw aromatycznych w surowcu.
Z kolei uprawa odmian niskonikotynowych, jak rowniez modyfikacje zabiegéw agro-
technicznych, tj. zaniechanie ogtawiania roslin i usuwania p¢déw bocznych tytoniu,
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zmniejszenie dawki nawozdéw azotowych oraz zbior czesci lisci z rosliny, oprécz
ograniczenia zawarto$ci nikotyny w lisciach skutkujga wyraznym 25-50% spadkiem
plonowania (33). Obnizenie potencjalnie kancerogennych zwigzkéw w tytoniu moze
by¢ prowadzone poprzez odpowiedni dobor form rodzicielskich do krzyzowania,
a nastepnie selekcje osobnikéw wykazujacych niska zawartos¢ niepozadanych alka-
loidow. Wykorzystanie klasycznych metod hodowlanych jest strategia dos¢ prosta
1 tanig, lecz wymagajaca systematycznej kontroli profilu alkaloidowego osobnikow
rodzicielskich. Jack i in. (36) wskazuja, ze rosliny rodzicielskie, ktore wykazuja
ponad 3% konwersje¢ nikotyny do nornikotyny, powinny by¢ usuwane z produkcji
nasiennej. Zastosowanie tak rygorystycznej procedury przesiewowej i krzyzowanie
wylacznie niekonwertujacych genotypow prowadzi do znacznego obnizenia zawartosci
nornikotyny i N’-nitrozonornikotyny (NNN) w poréwnaniu z populacjami tytoniu,
ktore nie byly poddane tym czynnosciom. Gavilano iin. (28) donoszg o uzyskaniu
ta drogg elitarnych linii hodowlanych/odmian o niskim wspdtczynniku konwersji.
Zaznaczajg jednak, ze znaczna czg$¢ roslin (>20%) w warunkach polowych moze
zmieni¢ fenotyp na konwerterowy. Lewis i in. (51) takze zauwazaja, ze klasyczna
hodowla w potaczeniu z eliminacjg konwerterdw z populacji nasiennych nie jest
skutecznym rozwigzaniem, poniewaz w kazdym nastepnym pokoleniu moga sponta-
nicznie powstawac rosliny o wysokiej zawartosci nornikotyny. Thumaczy to tym, ze
geny z rodziny CYP 450 regulujace konwersj¢ nikotyny znajdujg si¢ w niestabilnym
locus sprzyjajacym ich przemieszczaniu si¢, co w efekcie powoduje spontaniczne
pojawianie osobnikdéw konwerterow. Stad w populacjach odmian i linii hodowlanych,
stabilnych pod wzgledem wielu cech uzytkowych, notuje si¢ znaczne zré6znicowanie
miedzyosobnicze pod wzgledem zawarto$ci nikotyny 1 nornikotyny. Niekontrolowane
pojawianie si¢ konwerteréw stanowi powazny problem, gtéwnie wéréd odmian typu
Burley. Réwniez w niektdrych odmianach typu Virginia zawarto$¢ nornikotyny moze
przekraczaé¢ dopuszczalny poziom 3% sumy alkaloidow.

W celu pozyskania stabilnych, niskonikotynowych odmian tytoniu stuszne zatem
wydaje si¢ zastosowanie hodowli mutacyjnej. Technika ta polega na generowaniu
trwatych, tj. podlegajacych dziedziczeniu zmian w materiale genetycznym przy
uzyciu czynnikdw chemicznych lub fizycznych. Wymaga dzialania na duzych popu-
lacjach roslin w celu uzyskania grupy osobnikéw o wysokim stopniu mutagenizacji
i niezmienionej morfologii oraz dostepnos$ci czultych metod pozwalajacych na szybka
identyfikacj¢ mutacji w sekwencjach docelowych. Uzyskana w wyniku jej stosowa-
nia zmiennos$¢ genetyczna jest powszechnie akceptowa przez spoteczenstwo. Julio
1 in. (40) przeprowadzili mutageneze podkietkowanych nasion silnie konwertujacej
odmiany tytoniu typu Burley BB16NN przy uzyciu metylenosulfonianu etylu (EMS)
w stezeniach 0,8% 1 0,6%. Technika mutagenezy genu N-demetylazy nikotynowej
(NtabCYPS82E4) w polaczeniu z krzyzowaniem wstecznym uzyskanych mutantow
z wysokiej jako$ci odmianami tytoniu umozliwila otrzymanie w krétkim czasie
(1,5 roku) niekonwertujacych linii hodowlanych typu Burley. Wygenerowany materiat
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ro$linny w odréznieniu od uzyskanego w przypadku stosowania hodowli konwen-
cjonalnej wyrozniat si¢ stabilnym, niekonwerterowym fenotypem warunkowanym
trwalg dezaktywacja alleli NtabCYP82E4. Rowniez Lewis i in. (51) wskazuja, ze
doskonalenie i modyfikacja profilu alkaloidowego odmian uprawnych tytoniu moze
opiera¢ si¢ na stosunkowo szybkiej i prostej hodowli mutacyjnej. Poddajac nasiona
silnie konwertujgcej linii Burley DH98-325-6 dziataniu EMS, wywotali mutacje no-
kautujgce w genach demetylazy nikotynowej (CYPS82E4 i CYP82E5v2). Nastepnie
skrzyzowali mutanty punktowe w CYP82E4 oraz CYP82E5v2 w celu potaczenia
obydwu mutacji w jednym genomie i uzyskali rosliny homozygotyczne pod wzgledem
obydwu mutacji, ktore wykazywaly srednig konwersj¢ nikotyny na poziomie 2,3%.
Dalsze krzyzowanie homozygotycznych genotypow e4e4/eSe5 i dotaczenie kolejne;j
mutacji w genie CYP82E10 dato bardzo dobry efekt w postaci potrojnych mutantow
(eded/e5e5/el0el10), u ktorych konwersja nikotyny do nornikotyny wyniosta $rednio
0,55%. Skutecznym rozwiagzaniem w redukcji zawartosci alkaloidow linii DH98-
325-6 byta takze chemiczna mutageneza izoform rodziny genéw BBL (BBLa, BBLb
i BBLc), przy czym najlepsze rezultaty uzyskano dla homozygot z potrdjng kombinacja
mutacji — bbla/bbla bblb/bblb bblc/bblc (52).

Roéwnie przydatnym narzedziem w realizacji strategii obnizania nikotyny
w tytoniu jest inzynieria genetyczna wykorzystujaca m.in. modyfikacje genetyczng
poprzez antysensowna regulacje ekspresji gendw uczestniczacych w szlaku biosyn-
tezy nikotyny. Xie i in. (82) wprowadzili do genomu tytoniu Burley 21 antysen-
sowny konstrukt genu NtQPT1 warunkujacego produkcje enzymu QPT. Ekspresja
antysensownego transkryptu w tej samej komorce, w ktorej nastepowata ekspresja
sensownego transkryptu endogennego genu zmniejszyta ilos¢ produktu kodowanego
przez gen endogenny. Otrzymano transgeniczng lini¢ Vector 21-41, o niezmienio-
nych cechach morfologicznych w stosunku do odmiany kontrolnej i bardzo niskiej
zawarto$ci nikotyny. Podobny efekt uzyskali Chintapakorn i Hamill (14) poprzez
transformowanie antysensownym fragmentem genu warunkujacego produkcje N-
-metylotransferazy putrescyny (PMT). Otrzymali linie transformowanych korzeni
tytoniu, ktoére wykazywaly wyraznie obnizong aktywnos$¢ PMT, z réwnoczesnym
obnizeniem zawartosci nikotyny w poréwnaniu z liniami kontrolnymi. Dodatkowo
wykazali, ze manipulacja poprzez wprowadzenie konstruktu antysens-PMT miata
niewielki wptyw lub nie miata Zadnego wplywu na poziom transkryptow innych
genoéw kodujacych enzymy zaangazowane w metabolizm alkaloidow. Transgeniczna
supresja genu MPO w korzeniach wlosnikowatych tytoniu skutkowata zmniejszeniem
zawartosci nikotyny. Towarzyszyt jej jednak gwattowny wzrost zawarto$ci anatabiny
(64). Wprowadzenie do komorek matych, interferujgcych, dwuniciowych fragmentow
RNA (RNAi) zahamowato rowniez ekspresje genow A622 1 A622L warunkujacych
kondensacj¢ pierscienia pirolidyny i pirydyny, co znaczaco obnizyto produkcje
wszystkich alkaloidow i jednoczesnie indukowato akumulacje B-N-glukozydu kwasu
nikotynowego w komorkach tytoniu (41). Rowniez wyciszenie ekspresji gendéw BBL
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za pomocg konstruktow opartych na RNAi zmniejszyto zawartos¢ nikotyny w lisciach
wiekszos$ci roslin transgenicznych do poziomu okoto 10% zawartosci obserwowanej
w obiekcie kontrolnym. Co wigcej, supresja BBL za pomocg RNAi1 w komdrkach BY-2
indukowanych MeJA zredukowata zawarto$¢ wszystkich alkaloidow pirydynowych
do nieistotnego poziomu (42). Stosujac metode interferencji RNA homologicznego do
produktu genu demetylazy nikotynowej CYPS82E4, odpowiedzialnego za wickszo$¢
przemian nikotyny do nornikotyny, obnizono poziom konwersji nikotyny do wartosci
0,5% zarowno w linii silnie konwertujacej, jak i stabo konwertujacej (28, 50). Wazng
strategia redukcji poziomu nikotyny byta takze modyfikacja gendw odpowiedzialnych
za transport nikotyny z korzeni do lisci, w tym genu warunkujgcego produkcje per-
meazy wychwytu nikotyny (NUP 1). Zahamowanie produkcji NUP 1 doprowadzito
do zmniejszenia akumulacji nikotyny zardowno w korzeniach, jak i w lisciach tytoniu
(35). Zablokowanie ekspresji gend6w na drodze interferencji RNA z wykorzystaniem
silnych, konstytutywnych promotoroéw niesie za sobg wiele korzysci. Sprawia, ze
zmodyfikowane ro$liny stanowig mniejsze zagrozenie dla zdrowia konsumentow
tytoniu, a ponadto nie wymagajg intensywnej ochrony chemicznej. Istnieje jednak
szereg ujemnych stron wprowadzenia tego typu modyfikacji genetycznych, wsrod
ktérych wymienia si¢ letalno$¢, zahamowanie wzrostu roslin, zwigkszenie stezenia
nowych metabolitéw, jak np.: dihydrometanikotyny (DMN) lub pogorszenie jakosci
suszonych lisci (41, 42). Wymienione wady, a takze liczne ograniczenia prawne unie-
mozliwiaja wprowadzenie do uprawy genetycznie modyfikowanych odmian tytoniu.

Szereg mozliwosci modyfikacji profilu alkaloidowego tytoniu stwarza stosun-
kowo nowe narzg¢dzie biologii molekularnej CRISPR-Cas (ang. clustered regu-
larly interspaced short palindromic repeats). Pozwala ono na precyzyjne wprowa-
dzenie zmian genetycznych w DNA komorkowym, okre$lanych jako edytowanie
genomu, bez wprowadzenia obcych gendw. Dzigki tej technologii mozna dokonaé
miedzy innymi mutacji okreslonego genu, a uzyskane zmiany sg nie do odroznienia od
mutacji naturalnych lub indukowanych. Edytowanie rodziny genow BBL skutkowato
uzyskaniem beznikotynowych, nietransformowanych genetycznie roslin N. tabacum
(62). Wciaz jednak trwaja prace nad doskonaleniem techniki edytowania genomu
1 poznaniem potencjalnych zagrozen wynikajacych z jej stosowania.

Podsumowanie

Bardzo waznymi skladnikami tytoniu decydujacymi o jakos$ci technologicznej
surowca sg alkaloidy, wérod ktorych wazng rolg odgrywaja nikotyna i nornikotyna.
Zwiazki te wykazuja silne dziatanie stymulujace na ludzi i zwierzeta poprzez od-
dziatywanie na osrodkowy uktad nerwowy, uktad krwiono$ny i drogi oddechowe.
W ostatnich latach liczne regulacje prawne sklaniajagce do obnizenia zawartosci
alkaloidow gtownych w produktach tytoniowych, jak réwniez rosngce wymagania
podmiotoéw skupujacych tyton odnosnie jakosci surowca i jego przydatnosci do pro-
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dukcji tradycyjnych i elektronicznych papierosow, sktaniaja do podejmowania prac
badawczych i doskonalenia odmian uprawnych tego gatunku. Poprawe przydatnosci
technologicznej odmian tytoniu przynosi hodowla selekcyjna oparta na eliminacji
z populacji nasiennych osobnikow o niepozadanym profilu alkaloidowym. Dobra al-
ternatywa dla tradycyjnej hodowli jest hodowla mutacyjna oraz nowoczesne techniki
biotechnologiczne, jak interferencja RNA czy technologia CRISPR-Cas. Ich wykorzy-
stanie umozliwito uzyskanie niemal beznikotynowych odmian tytoniu. Metody te nie
znajduja jednak szerokiego praktycznego zastosowania z uwagi na niska akceptacje
spoleczng organizmdéw genetycznie modyfikowanych.
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GENETYCZNE PODSTAWY PRODUKCJI WYBRANYCH METABOLITOW
WTORNYCH W CHMIELU"

Stowa kluczowe: ekspresja genow, kwasy goryczkowe, fenylopropanoidy, zwiazki fenolowe,
stresy biotyczne i abiotyczne

Wstep

Chmiel (Humulus lupulus L.) jest gatunkiem uprawianym gléwnie na potrzeby
przemyshu piwowarskiego. Znajduje takze zastosowanie w przemysle kosmetycznym,
poniewaz produkty drogeryjne zawierajace ekstrakty z chmielu dziatajg przeciwbak-
teryjnie i grzybobojczo, poprawiajg elastycznos¢ skory i wzmacniajg wlosy. Chmiel
jest wykorzystywany w przemysle farmaceutycznym ze wzglgdu na wilasciwosci
uspakajajace i nasenne, tagodzenie menopauzy i fagodne obnizanie ci$nienia krwi.
Rosliny chmielu sg bowiem bogatym zrodlem metabolitow wykazujacych dziatanie
prozdrowotne, z ktorych najwiecej jest produkowanych w owocostanach zenskich
zwanych szyszkami. Cenne zwiazki powstajg w gruczotach lupulinowych obecnych
na listkach okwiatu 1 okrywy kwiatowej (1, 34).

Biosynteza metabolitow wtérnych chmielu

Metabolity wtorne to zwigzki, ktére nie sa bezposrednio konieczne do wzrostu,
rozwoju czy reprodukcji roslin, ale sg zaangazowane w ich oddziatywanie ze $ro-
dowiskiem (3). Gléwne metabolity wtorne chmielu naleza do olejkoéw eterycznych
i kwasow goryczkowych, a takze prenylowanych flawonoidow (12). Wspolnym
prekursorem tych grup zwiazkow jest pirofosforan dimetyloallilu (DMAPP) (rys. 1).

*Opracowanie wykonano w ramach zadania 6.3 pt. ,,Upowszechnianie wiedzy o wynikach uzyski-
wanych w ramach realizacji zadania (hodowla i nasiennictwo chmielu i tytoniu)” z dotacji budzetowej
przeznaczonej na realizacje zadan MRiRW w 2022 r.
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Kwasy goryczkowe sg preadenylowanymi poliketydami, do ktorych naleza a-kwasy
oraz B-kwasy. W sktad tych pierwszych wchodzg humulon, kohumulon i adhumulon,
natomiast B-kwasy to lupulon, kolupulon i adlupulon (1, 9, 13). Pochodza one z prekur-
sordw pirogronianu tworzonych w szlaku prowadzacym do powstania aminokwasow
rozgatezionych (BCAA, ang. branched-chain amino acids). Ostatni etap tego szlaku
jest katalizowany przez enzym BCAT2 (ang. branched-chain amino tranferase 2).
Nastepnie aminokwasy rozgatezione (leucyna, izoleucyna, walina) sa wykorzystane
w szlaku prowadzacym do syntezy kwasow goryczkowych. Poczatkowo aminokwasy
podlegaja degradacji w mitochondrium przez enzymy BCAT1 (ang. branched-chain
amino tranferase 1) i BCKDH (ang. branched-chain keto-acid dehydrogenase),
a nastepnie w cytozolu przeksztatcone do floroizowalerofenonu (PIVP) przez syn-
taze walerofenonu (VPS). Floroizowalerofenon moze takze powstawaé rownolegle
w chloroplastach w wyniku szlaku fosforanu metyloerytrytolu (MEP) (9, 12). PIVP
podlega prenylacji przez prenylotransferazy PT1/PT1L i PT2 do zwiazkéw bedacych
bezposrednimi prekursorami kwasow goryczkowych, ktore powstaja w chloroplastach.
Ostatnim etapem syntezy o-kwasow jest prawdopodobnie przemiana katalizowana
przez hydroksylaze deoksyhumulonu lub syntazg humulonu (HS1 lub HS2) (9, 13,
29). Natomiast w koncowym etapie produkcji B-kwasoéw uczestniczy enzym PT-2
(9, 23, 27).

Glownym prenyloflawonoidem wystepujacym w chmielu jest ksantohumol, czyli
2.4’ 4-trihydroksy-6-metoksy-3-(3-metylo-but-2-en-1-yl)chalkon (12). Stanowi on
ponad 1% masy suszonych szyszek (34). Ksantohumol powstaje z fenyloalaniny (rys. 1).
Aminokwas ten zostaje przeksztatcony do p-kumarylo-CoA, ktory w reakc;ji katali-
zowanej przez syntaze chalkonowg i izomeraze chalkonowg CHIL2 ulega przemianie
do chalkonaryngeniny. Ta z kolei przy aktywnosci prenylotransferazy PT1L zostaje
przeksztatcona do demetyloksantohumolu, ktory ulega metylacji do ksantohumolu
przy udziale O-metylotransferazy OMT1 (3, 9, 12, 23, 27). Inne chmielowe preny-
loflawonoidy to: desmetyloksantohumol, izoksantohumol (izomer ksantohumolu),
dehydrocykloksantohumol, 8-prenylonaryngenina i 6-prenylonaryngenina (27, 34).
Chalkonaryngenina moze zosta¢ przeksztacona takze do naryngeniny, ktora staje si¢
prekursorem zwigzkow fenolowych, do ktorych naleza flawonole, flawan-3-ole, tani-
ny, lignany, kwasy fenolowe i stilbenoidy (27). Zwiazki te wystepuja w najwickszej
koncentracji w nasionach i listkach okwiatu (3).
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Chmiel jest takze bogaty w olejki eteryczne, ktore powstaja w gruczotach lupulino-
wych. Za charakterystyczny aromat roslin odpowiada kompozycja ponad 300 zwigz-
kow lotnych. Ich zawarto$§¢ w chmielu wynosi od 0,03% do 3% (1). Kazda odmiana
charakteryzuje si¢ nieco innym sktadem olejkow. Takze proporcje ich zawartosci sg
zréznicowane. Przewaznie 2 lub 3 zwiazki sg obecne w wysokim stezeniu i stanowia
20-70% catkowitej zawartosci olejkow. Zwykle w najwigkszych ilosciach wystepuja
takie zwigzki, jak: B-myrcen, a-humulen, B-kariofilen, tlenek kariofilenu i epoksyd 11
humulenu. Najwazniejszym sktadnikiem olejku chmielowego jest monoterpenowy
myrcen (27, 34). Prekursory tych zwiazkow powstaja w szlaku metabolicznym MEP,
po czym podlegaja przemianie do difosforanu geranylu (GPP), a nastepnie w reakcji
katalizowanej przez syntazg monoterpenowa (MTS1, MTS2) do 3-myrcenu lub przez
inng syntaz¢ do farnezylopirofosforanu (FPP) (rys. 1). Nastepnie syntaza seskwiter-
penowa I (STS1) prowadzi do powstania kariofilenu i humulenu (9).

Kluczowe geny warunkujace produkcje metabolitéw wtéornych chmielu

Chmiel jest rosling diploidalng o liczbie chromosoméw 2n = 20, przy czym
9 par to chromosomy autosomalne, a dwa (X i Y) determinuja pte¢ (21). Wielkos¢
genomu zostala okreslona jako 5,62 pg i okoto 2050 Mb, przy czym liczbe genow
kodujacych biatka oszacowano na ponad 41 tysiecy (24). Poszczegdlne etapy szlakow
metabolicznych sg kontrolowane przez szereg gendéw kodujacych enzymy i czynniki
transkrypcyjne, czy tez odpowiadajacych za ich aktywnos¢. Aktywno$¢ gendw moze
zaleze¢ od odmiany (genotypu), organu i fazy rozwojowe;j rosliny.

W wyniku ewolucji, a takze jako efekt selekcji prowadzonej w ramach hodowli,
doszto do wyksztalcenia kilkunastu homologow tworzacych rodzine genu CHS (20).
Jeden z nich — gen kodujacy kluczowy enzym szklaku produkcji kwasow gorycz-
kowych VPS w chmielu zostat po raz pierwszy opisany przez Okade i Ito (26).
Natomiast gen wykazujacy wzgledem niego homologie, kodujacy enzym o aktyw-
nosci syntazy chalkonowej zostat scharakteryzowany przez Matouska iin. (19, 20)
i opisany jako CHS HI. Obecnos$¢ duzej ilosci mRNA powstatego na bazie genu
CHS HI wykryto w dojrzewajacych szyszkach, nizsza zawartos¢ stwierdzono w kwia-
tach i wierzchotkach wzrostu, a najnizszag w korzeniach i lisciach. Homologi genu
CHS HI — geny CHS2, CHS3 i CHS4 — zostaly zmapowane jako tworzace wspdlng
grupe powiazan (5), po czym grupa ta zostata poszerzona o dwa kolejne geny — VPS
i CHS HI (6). Enzym VPS posiada bowiem takze aktywno$¢ syntazy chalkonowe;j,
ale jest ona znacznie stabsza niz aktywno$¢ syntazy walerofenonu, co sprawia, ze
enzym ten peni istotna role w produkcji kwasow goryczkowych, a tylko nieznaczng
w szlaku prenylopropanoidowym (13).

Aktywno$¢ genu VPS jest wyzsza w szyszkach niz w innych organach i ro$nie
wraz ze stopniem dojrzalosci szyszek (4, 8). W szyszkach obserwowana jest takze
wyzsza aktywnos¢ genow BCAT2, CHS H1, HS11HS2 (8, 23). Natomiast takie geny
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jak PT1L, PT2 1 BCAT podlegaja ekspresji niemal wylacznie w szyszkach, przy czym
ich ekspresje odnotowano nie tylko w gruczotach lupulinowych, ale takze w tkance
przylistkow (23). Geny PTIL, VPS, P12 i BCATI sa od 100 do 170 razy bardziej
aktywne w gruczotach lupulinowych niz w lisciach (29). Jednocze$nie nie obserwo-
wano roéznic w aktywnosci genéw VPS i PT2 pomiedzy odmianami goryczkowymi
i aromatycznymi. Tymczasem geny kodujace syntazg humulonu HS/ i HS2 podlegaty
5,8 razy silniej ekspresji w odmianach goryczkowych. Podobnie wyzsza aktywno$¢
genoéw kodujacych syntaze chalkonowa zaobserwowano u odmian chmielu, ktore
cechuja sie wicksza zawartoscig kwasdéw goryczkowych (25).

W szyszkach obserwuje si¢ wyzsza niz w lisSciach aktywno$¢ genow MTS!
1 MTS2, OMTI, PT1 (24). Natomiast gen GPPS podlega wysokiej ekspresji zarowno
w szyszkach, jak i lisciach, co moze wynika¢ z faktu, ze izoprenoidy GPP i FPP sa
nie tylko produktami posrednimi w szlaku powstawania kwasow goryczkowych, ale
tez prekursorami w innych szlakach metabolicznych zachodzacych w komorkach.
Cytozolowa ligaza koenzymu A (CCL2), ktdra katalizuje tworzenie izowalerylo-CoA,
w wigkszej ilosci jest produkowana w gruczotach lupulinowych szyszek niz w li-
$ciach. Z kolei geny kodujace inne ligazy CCL, tj. CCL3, CCL4, CCL10, CCL12,
zaangazowane w metabolizm podstawowy roslin, podlegaja podobnej ekspresji w lis-
ciach i szyszkach, niezaleznie od fazy rozwojowej kwiatostanow zenskich (36). Ponad-
to zaobserwowano, ze geny zaangazowane w produkcje terpenoiddéw i prenylopropano-
idow podlegaja wiekszej ekspresji w japonskiej odmianie uprawnej Shinshu Wase niz
w dzikiej odmianie Humulus lupulus var. cordifolius (24), co jest zrozumiate, biorac
pod uwage, ze jednym z gtownych kierunkéw hodowli nowych odmian jest wiasnie
zwigkszenie zawartosci metabolitow wtornych istotnych dla przemystu.

Geny regulatorowe syntezy metabolitéw wtérnych

Poza genami kodujacymi biatka bezposrednio zaangazowane w produkcje¢ meta-
bolitéw wtdornych, istnieje caly szereg innych genow kodujacych zwigzki petniace
funkcje regulatorowe. Naleza do nich czynniki transkrypcyjne TF (ang. transcription
factor) z rodzin, np.: PHLH, MYB, WDR czy WRKY (18, 23). Transkrypt czynnika
MYB3 jako pojedynczy czynnik lub tez w kompleksie utworzonym z czynnikiem
WDR1 wptywa aktywujaco na gen CHS4 (11, 17). Z kolei promotor genu CHS H1 jest
regulowany przez kompleksy transkrypcyjne, takie jak trojbiatkowy MBW (MYB3/
bHLH2/WDRI1 lub MYB2/bHLH2/WDRI1) lub dwubiatkowy (h(HLH2/WDR1) (18,
23). Natomiast czynnik transkrypcyjny MYB7 zostat opisany jako inhibitor kom-
pleksu MYB/bHLH/WDRI1. Gatica-Arias i in. (11) wykazali, ze nadekspresja
tego czynnika w transgenicznych ros$linach spowodowata zmniejszenie ekspresji
genoéw kodujacych syntaze chalkonowa (CHS HI), izomeraze chalkonowa (CHI),
3-hydroksylazg i 3’-hydroksylaze flawanonu (F3H i F3'H), syntazg flawanolu (FLS)
oraz O-metylotransferaze (OMTI).
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Zwigkszenie zawartosci prenyloflawonoidow i kwasow goryczkowych w trans-
genicznym chmielu z nadekspresja gendw WRKYI i WDRI wskazuje na udzial bia-
ek WRKY1/WDR1 w stymulowaniu kompleksu MBW oraz enzymu OMT1 (22).
Oznaczenie poziomu ekspresji genéw za pomocg metody real-time PCR wykazato
znacznie wyzszg aktywno$¢ WRKYI niz WDRI. Wynika to ze zdolno$ci czynnika
transkrypcyjnego WRKY1 do aktywowania ekspresji kodujacego go genu (17). Gen
ten jest sterowany promotorem, ktéry posiada miejsce wigzania biatka bedacego
jego produktem i w ten sposob dochodzi do autoaktywacji genu WRKYI. Czynniki
WRKY1 i WDRI1, tacznie lub niezaleznie od siebie, wptywaja aktywujaco na geny
OMT1I i PRTI. Moga tez we wspodtpracy z kompleksem MBW w sposdb posredni
aktywowac¢ gen CHS HI (22). Ponadto WRKYI stymuluje ekspresje genu MYB3
w gruczotach lupulinowych (17). W zalezno$ci od stanu fizjologicznego rosliny aku-
mulacja transkryptu WRKYI ulega gwaltownym wahaniom, co jest mozliwe dzieki
potranskrypcyjnemu wyciszeniu, a jednocze$nie zdolnos$ci do autoaktywacji genu.

Badania przeprowadzone na transgenicznym chmielu wykazujagcym nadekspresje
genu MYBS8 wykazaty, ze powstajacy na jego bazie czynnik transkrypcyjny aktywuje
ekspresj¢ genu CHS HI oraz gendw istotnych w biosyntezie flawonoidow, tj. F3H,
F’3H, FLS (15). Jednocze$nie MYB8 wptywa hamujaco na ekspresje gendw OMT1
1 PT1 zaangazowanych w koncowe etapy biosyntezy prenyloflawonoidow i kwasow
goryczkowych. W ten sposéb czynnik transkrypcyjny ma zdolno$¢ przekierowania
produktu genu CHS H1 w strong syntezy flawonoli przy jednoczesnej redukcji syn-
tezy desmetyloksantohumolu i ksantohumolu oraz kwaséw goryczkowych. Ekspresja
MYBS jest szczegdlnie duza w gruczotach lupulinowych. Jednak ma miejsce rowniez
w mtodych lisciach, co jest zwigzane z obecno$cig gruczotéw lupulinowych w ich
wierzchotkowej czesci.

Transkrypty innych genéw istotnych w regulacji produkcji prenyloflawonoidow,
takie jak: bHLH2, WDRI, WRKYI, MYBI1, MYB2, MYB3, MYB7, stwierdzono nie
tylko w gruczotach lupulinowych, ale tez w przylistkach 1 w liSciach, przy czym
w tych ostatnich wystepowaty w znacznie mniejszych ilo$ciach (11, 23). Wedhug
Patzaka iin. (29) geny czynnikéw transkrypcyjnych MYB7, MYBS, MYB781 WRKY1
w poszczegolnych tkankach podlegajg ekspresji na zblizonym poziomie niezaleznie
od tego, czy material badawczy stanowig odmiany aromatyczne czy goryczkowe.
Natomiast gen MYB3 jest istotnie bardziej aktywny w liSciach odmian aromatycznych
niz goryczkowych, a gen b HLH2 w gruczotach lupulinowych tychze odmian.

Wplyw czynnikow stresowych na aktywnos$¢ genow

Aktywno$¢ gendw moze ulega¢ zmianom w zalezno$ci od czynnikow zewnetrz-
nych abiotycznych i biotycznych. Zmiany w produkcji metabolitow wtoérnych stanowia
czesto odpowiedz na zmieniajace si¢ warunki zewnetrzne. Zwigzki te bowiem petnig
role ochronna, tagodzac niekorzystny wpltyw streséw na rosliny.
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Eriksen iin. (9) badali ekspresje genéw zaangazowanych w szlaki metaboliczne
prowadzace do syntezy metabolitow wtornych w lisciach chmielu w warunkach stresu
termicznego 1 niedoboru wody. Zidentyfikowali 43 transkrypty genéw kodujacych
biatka biorgce udzial w syntezie kwasow goryczkowych. Wsrod nich jest syntaza
humulonu oraz enzymy najprawdopodobniej zaangazowane w szlakach metabo-
licznych degradacji BCAA, VPS i MEP. Wsrod transkryptow, ktorych poziom ulegt
obnizeniu na skutek stresu znalazly si¢ dwa prawdopodobne transkrypty — VPS oraz
syntazy chalkonowe;.

Zmiany w ekspresji zaobserwowano rowniez w przypadku gendw zaangazowa-
nych w biosynteze, a takze degradacje¢ aminokwasow rozgat¢zionych oraz w szlakach
prowadzacych do powstania syntazy walerofenonu i syntazy humulonu oraz uczestni-
czgcych w szlaku niemewalonowym. Geny te w warunkach stresu podlegaty nizszej
ekspresji (tab. 1) (9, 28).

Pod wptywem wysokiej temperatury (39°C przez 6 tygodni) w lisciach chmielu
doszto do obnizenia ekspresji czterech transkryptow syntazy chalkonowej oraz dwoch
transkryptow syntazy walerofenonu w porownaniu z roslinami utrzymywanymi
w warunkach kontrolnych, tj. w temperaturze 24°C (tab. 2) (9). Rowniez niedobor
wody spowodowat obnizenie poziomu ekspresji genow odpowiedzialnych za pro-
dukcje tych dwoch enzymow, a takze syntazy humulonu, przy czym odnotowano
podwyzszong produkcje transkryptdw syntazy seskwiterpenowej (tab. 3). Jednak
najwicksze zmiany w aktywnos$ci genow zaobserwowano w roslinach, ktore byty
poddane dziataniu obu czynnikdw stresowych jednocze$nie. W warunkach wysokiej
temperatury 1 suszy doszto do ograniczenia ekspresji genow syntaz: walerofeno-
nu, chalkonowej, seskwiterpenowej i monoterpenowej, a takze prenylotransferazy
1 aminotrasferazy BCAT2.

Nalezy pamigtaé, ze materialem badawczym w analizach Eriksena iin. (9) byly
liscie chmielu, na ktdrych co prawda obecne sg trychomy z gruczotami lupulinowymi,
ale ich zageszczenie jest niewielkie. Tymczasem glowna produkcja kwasow gorycz-
kowych 1 ksantohumolu odbywa si¢ w gruczotach lupulinowych w szyszkach (27).

Poza czynnikami abiotycznymi na aktywnos$¢ genow wplyw moga mie¢ takze czyn-
niki biotyczne, w tym infekcje patogenami. Zakazenie wiroidem kartowatosci chmielu
HSVd (ang. Hop stunt viroid) wptyngto redukujaco na ekspresje genu kodujacego
syntaze chalkonowg w liSciach i ogonkach lisciowych (tab. 2). Aktywno$¢ tego genu
zmalata nawet 40-krotnie (10) w stosunku do roslin zdrowych. Ponadto w zainfeko-
wanych roslinach zaobserwowano zmiany w aktywnosci genow kodujacych biatka
wchodzace w sktad potrojnego kompleksu regulujacego transkrypcje genu CHS H1.
Stwierdzono spadek aktywnosci genow odpowiedzialnych za produkcje biatek bHLH1
1 bHLH2, a jednoczes$nie zanotowano trzykrotny wzrost aktywnos$ci genu kodujace-
go biatko MYB3. Takie zaburzenie proporcji migdzy czynnikami transkrypcyjnymi
prowadzi do zakldécen w aktywnosci promotora. Ponadto prawdopodobnie wiroid
takze w sposob bezposredni wplywa na degradacje mRNA powstatego na bazie genu
CHS_H1, nie pozwalajac na utworzenie enzymu. W efekcie niska aktywnos$¢ genu
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CHS HI przektada si¢ na zmniejszenie produkcji metabolitoéw wtornych, takich jak
glikozydy flawonolowe czy kwasy fenolowe w porazonych ro$linach.

Natomiast w przypadku infekcji wiroidem utajonym chmielu HLVd (ang. Hop
latent viroid) w szyszkach zaobserwowano wzrost aktywnos$ci genu CHS HI w od-
mianie Saaz, podczas gdy w pozostatych badanych odmianach — Sladek, Premiant
1 Agnus — zmiany w ekspresji byly niewielkie i nieistotne statystycznie (28). Wcze-
$niejsze analizy biochemiczne prowadzone przez Jelinka iin. (14) wykazaty w za-
wirusowanych roslinach odmiany Saaz podwyzszong zawartos¢ takich zwigzkow
polifenolowych, jak katechiny i epikatechiny. Proste zwiazki fenolowe, kwasy feno-
lowe, flawanole i dihydrochalkony petnia rol¢ ochronng w roslinach i wykazuja
wlasciwosci antywirusowe.

Pistelli i in. (32) analizowali zawarto$§¢ metabolitow wtornych istotnych dla
przemystu piwowarskiego w szyszkach pigciu polskich odmian chmielu, poréwnujac
rosliny zdrowe i zainfekowane ApMV (ang. Apple Mosaic Virus), HpMV (ang. Hop
Mosaic Virus) oraz HLVd. Uzyskane wyniki nie pozwolity na stwierdzenie, ze infekcja
niekorzystnie wptywa na koncentracj¢ metabolitow. Zaobserwowano wystgpienie
niewielkich zmian w zawarto$ci mono- i sekwiterpendw, przy czym zmiany w aku-
mulacji tych zwigzkow byty ré6zne w réznych odmianach. Rosliny zdrowe nalezace
do odmian Magnat, Marynka, Putawski i Sybilla miaty wigcej a-kwasow niz ich chore
odpowiedniki, ale juz w odmianie Lubelski nie odnotowano réznic. Z kolei B-kwasy
wystapity w wickszej ilosci w zdrowych ros§linach odmian: Sybilla, Lubelski, Putaw-
ski, a w odmianach Magnat i Marynka to wlasnie szyszki zainfekowanych roslin byty
bogatsze w te zwigzki. Natomiast Jelinek 1 in. (14) badali jedng odmian¢ — Saaz
1 w zainfekowanych roslinach obserwowali obnizenie poziomu a- i B-kwaséw. Ba-
dania Pethybridge iin. (31) wskazuja, ze infekcja wirusowa nie zawsze wigze si¢
z obnizeniem zawarto$ci kwasow goryczkowych. Badali oni cztery odmiany chmielu
zainfekowane wirusami HpMV, HpLV (ang. Hop latent virus), PNRSV (ang. Prunus
necrotic ringspot virus) oraz podlegajace infekcjom mieszanym. Przewaznie rosliny
porazone wigcej niz jednym wirusem produkowaty mniej kwaséw goryczkowych.

Pod wptywem infekcji wiroidem utajonym chmielu (HLVd) aktywno$¢ genu
kodujacego czynnik transkrypcyjny MYB78 w odmianie Premiant spadia 6,5 raza
(tab. 4) (28). Z kolei w odmianach Sladek i Premiant odnotowano spadek aktywnos$ci
genow kodujacych czynniki transkrypcyjne MYB3 (odpowiednio: 4,4 razy i 5,9 razy)
oraz WRKY' (odpowiednio: 1,9 razy i 2,7 razy) przy jednoczesnym braku zmian
w aktywnos$ci genu bHLH?2 we wszystkich czterech badanych odmianach. Natomiast
obserwowano zmiany w ekspresji innego czynnika transkrypcyjnego z grupy bHLH,
a mianowicie bHLH4, ktérego aktywnos$¢ wzrosta w odmianie Sladek (2,6 razy),
a zmalata w odmianie Saaz (1,6 razy).

Z kolei infekcja chmielu patogenem grzybowym Verticillium nonalfalfae przyczy-
nita si¢ do zmian w transkrypcji genu 4-hydroksylazy kwasu cynamonowego, ktora
jest jednym z enzymow szlaku fenylopropanoidowego (tab. 2) (35). Zmiany nie byty
jednakowe w catej ro§linie, ale zalezaly od organu. W korzeniach badacze odnoto-
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wali spadek, a w fodygach wzrost aktywnosci genu. Co wiecej, w odmianie podatnej
Celeia zmiany byty wyrazniejsze w korzeniach (2,5-krotny spadek aktywnos$ci genu
w stosunku do roslin niezakazonych), a w odmianie odpornej Wye Target — w todydze
(2,5-krotny wzrost aktywnos$ci genu).

Analiza transkrypcyjna RN Aseq przeprowadzona przez Progara iin. (33) wyka-
zata, ze zakazenie V. nonalfalfae wptywa na zmiang aktywnosci wielu genow chmielu.
Sposrdéd nich geny zaangazowane w produkcj¢ metabolitow wtornych stanowity 6
1 7%, odpowiednio w korzeniach i pedach w przypadku odmiany odpornej, a 12%
niezaleznie od organu w przypadku odmiany podatnej. Ponadto w odmianie podatnej
3-4% genow, ktorych ekspresja w pedach jest zmieniona, koduje biatka uczestniczace
w szlaku fenylopropanoidowym, podczas gdy w roslinach odpornych — 1%. Natomiast
w korzeniach nie wykryto réznic w aktywnos$ci zadnego z genow tego szlaku. Wigk-
szo$¢ zmian dotyczyla zmniejszenia poziomu ekspresji i miata miejsce cze$ciej
w pedach niz w korzeniach. Tylko okoto 2% gendw o zmienionej ekspres;ji to te zaan-
gazowane w szlaku biosyntezy flawonoidow w pedach i korzeniach roslin podatnych
1 pedach roslin odpornych. Natomiast w korzeniach nie odnotowano modyfikacji
w aktywnosci gendw istotnych w syntezie flawonoidow.

Szeroka grupa metabolitow wtornych chmielu sg polifenole, ktéore powstaja
w szlaku szikimowym (fenylopropanoidy), szlaku malonianowym (poliketydy) oraz
w wyniku potaczenia tych szlakéw (flawonoidy) (rys. 1) (7). Berne i in. (2) badali,
jakie zmiany pod wptywem infekcji V. nonalfalfae zachodza w zawartosci zwigzkow
polifenolowych w roslinach nalezacych do odmian Celeia i Wye Target. Zaobserwo-
wali, ze dochodzi do spadku zawartosci polifenoli w korzeniach odmiany podatnej
(1,1-3,7 razy) i w pedach odmiany odpornej (3,9—13 razy). Stwierdzili ponadto, ze
produkcja tej grupy zwigzkow jest zroznicowana w poszczegolnych czesciach rosliny
w zalezno$ci od jej fazy rozwojowej. Przed kwitnieniem polifenole sg skoncentrowane
gtéwnie w korzeniach, gdzie jest ich 10-krotnie wiecej niz w pedach. Natomiast ich
ilo$¢ rosnie w czesci nadziemnej wraz z rozwojem, co powoduje, ze pedy kwitng-
cych roslin majg zawarto$¢ zwiazkow polifenolowych zblizong do korzeni lub nawet
WYZSZ3.

Polifenole przyczyniaja si¢ do niespecyficznej odpornos$ci roslin na stresy. Na
przyktad w wyniku uszkodzenia mechanicznego dochodzi do uwolnienia zwiazkoéw
fenolowych, a nastepnie do ich utlenienia, ktére skutkuje polimeryzacja i wyko-
rzystaniem powstatych zwiazkow w lignifikacji Scian komoérkowych, co wzmacnia
struktury ros$linne (2). Utlenione fenole powoduja takze indukcje kwasu indolo-
-3-octowego (IAA), ktéry stymuluje wytwarzanie tyloz bedacych wytworami komoérek
ro$linnych sasiadujacych z ksylemem zasiedlonym przez patogeny. Odmiana Wye
Target — odporna na werticiliozg — charakteryzuje si¢ stosunkowo wysoka zawartoscig
zwigzkow fenolowych w pordwnaniu z innymi odmianami chmielu (2). W przypadku
odmian podatnych dopiero infekcja patogenem grzybowym prowadzi do zwigkszonej
aktywnosci gendéw uczestniczacych w szlaku fenylopropanoidowym (33). Jednak
mimo wysokiej aktywnosci gendéw obserwuje si¢ zmniejszong zawartos¢ zwigzkodw
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fenolowych w roslinach zainfekowanych grzybem. Moze to by¢ wynikiem dziatania
mechanizmoéw obronnych patogenu polegajacych na zaktocaniu metabolizmu komo-
rek gospodarza (2). Ponadto pod wplywem infekcji zwiazki polifenolowe podlegaja
estryfikacji i sa wykorzystywane do wzmozonej produkcji ligniny w celu wzmocnienia
$cian komorkowych. W efekcie ich ekstrakcja staje si¢ trudniejsza, przez co nie sg
w petni izolowane z badanego materiatu.

Tabela 1
Zmiany w aktywnosci genéw kodujacych enzymy zaangazowane w produkcje kwasow
goryczkowych chmielu
. Aktywnosé .
Gen | Kodowany enzym Czynnik stresowy genu Tkanka Referencje
BCAT1| aminotransferaza infekcja HLVd spadek” | mlode szyszki 28
BCAT2| aminotransferaza | susza+wysoka temperatura | spadek liscie 9
VPS syntaza infekcja HLVd spadek” mtode szyszki 28
walerofenonu susza/wysoka temperatura |  spadek liscie 9
infekcja HLVd spadek” | miode szyszki 28
PT prenylotransferaza —
susza/wysoka temperatura spadek liscie 9
infekcja HLVd spadek” | miode szyszki 28
HS syntaza humulonu - —
susza/wysoka temperatura | spadek liscie 9
HLVd — wiroid utajony chmielu; ‘reakcja obserwowana u czgséci z badanych odmian
Zrddo: opracowanie whasne
Tabela 2

Zmiany w aktywnosci genow kodujacych enzymy zaangazowane w biosyntezg zwiazkow

polifenolowych w chmielu

Gen Enzym Czynnik stresowy Aktgyevlvlﬂosc Tkanka Referencje
liaza . . . .
PAL . . infekcja HLVd wzrost” | mlode szyszki 28
fenyloalanina:amoniak
C4H 4-hydroksylaza kwasu | infekcja Verticilium | spadek korzenie 35
cynamonowego nonalfalfae wzrost todygi
ligaza kwas . . . .
4CL2 4kumarowy:CoA infekcja HLVd bez zmian | mtode szyszki 28
infekcja HLVd wzrost” | mlode szyszki 28
. . liscie i ogonki
CHS H1 syntaza chalkonowa infekcja HSVd spadek liSciowe 10
susza/wysoka spadek licie 9
temperatura
OMT1 O-metylotransferaza infekcja HLVd spadek” | mtode szyszki 28

HLVd — wiroid utajony chmielu; HSVd — wiroid karfowato$ci chmielu; “reakcja obserwowana u czesci
z badanych odmian

Zrddo: opracowanie wlasne
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Tabela 3
Zmiany w aktywnosci genéw kodujacych enzymy zaangazowane w biosyntezg zwigzkow
terpenowych w chmielu
Gen Enzym Czynnik stresowy Aktgevrvlzosc Tkanka Referencje
GPPS-SSU syntaza difosforanu infekcja HLVd spadek” | mtode szyszki 28
geranylu
FPPS syntaza infekcja HLVd wzrost” | mtode szyszki 28
farnezylopirofosforanu
infekcja HLVd spadek” | mtode szyszki 28
syntaza
MTS susza/wysoka -
monoterpenowa spadek liscie 9
temperatura
infekcja HLVd spadek” | miode szyszki 28
STS syntaza susza/wysoka
seskwiterpenowa Y spadek liscie 9
temperatura
TPS9 syntaza terpenu infekcja HLVd wzrost” | mtode szyszki 28
NES syntaza (.E)—nerolldolu/ infekcja HLVd bez zmian | mlode szyszki 28
linalolu
HLVd — wiroid utajony chmielu; "reakcja obserwowana u czgsci z badanych odmian
Zrédo: opracowanie wiasne
Tabela 4
Zmiany w aktywnosci genow kodujacych czynniki transkrypcyjne w chmielu
Gen Czynnik stresowy Aktywnos¢ genu Tkanka Referencje
MYB3 infekcja HLVd spadek” mtode szyszki 28
infekcja HSVd spadek liscie 1 ogonki lisciowe 10
MYB8 infekcja HLVd bez zmian mlode szyszki 28
MYB78 infekcja HLVd spadek” miode szyszki 28
infekcja HLVd bez zmian mtode szyszki 28
bHLH2 : - ST e
infekcja HSVd spadek liscie i ogonki lisciowe 10
bHLH4 infekcja HLVd spadek’/wzrost” mtode szyszki 28
WRKY1 infekcja HLVd spadek” mtode szyszki 28

HLVd — wiroid utajony chmielu; HSVd — wiroid karfowato$ci chmielu; “reakcja obserwowana u czgsci

z badanych odmian

Zrodo: opracowanie wlasne

Markery molekularne zwiazane z biosynteza metabolitow wtérnych

Uzyskanie odmian o wysokiej produkcji kwasoéw goryczkowych jest jednym
z celow hodowli chmielu. Testowanie roslin na zawarto$¢ tych zwigzkow moze
zosta¢ wykonane, kiedy rosliny osiggna dojrzalos¢ i wyksztalca szyszki, a wigc
najwczesniej dwa lata po wysadzeniu. Wowczas geny odpowiedzialne za biosyntezg
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a- i B-kwasow staja sie aktywne. Aby przeprowadzenie selekcji byto mozliwe we
wczesniejszym etapie rozwoju roslin, opracowano markery molekularne zwigzane
z cecha wysokiej zawarto$ci kwasow goryczkowych (16, 9). Cerenak i in. (9) opi-
sali 13 rejonow QTL-i (ang. quantitative trait loci) zwigzanych z wysoka produkcja
a-kwaséw. Zaden z nich nie mapowat z genami kodujgcymi syntaze chalkonowa, co
pozwala przypuszczac, ze wykryte QTL-e sg raczej powigzane z czynnikami regu-
latorowymi dla tych genow.

Zidentyfikowano takze QTL-e powigzane z synteza ksantohumolu i desmetylok-
santohumolu (16, 30). W populacji nowozelandzkiej wykryto rejony QTL-i, ktore
byly powiazane z synteza metabolitow wtornych poprzez oddzialywanie na czynniki
transkrypcyjne lub enzymy zaangazowane w pozne etapy biosyntezy i modyfikacje
tych zwiazkéw (21). Czes¢ z QTL-i ma wplyw na produkcje pojedynczych zwigz-
kéw, inne na produkcje jednoczes$nie kwaséw goryczkowych, olejkow eterycznych
oraz polifenoli, a jeszcze inne reguluja rézne cechy, w tym takze te niezwigzane
z powstawaniem metabolitow wtornych.

Podsumowanie

Chmiel jest bogatym zroédlem metabolitow wtornych, takich jak: polifenole, kwasy
goryczkowe i terpenoidy. Zwiazki te powstaja w szlakach metabolicznych, ktérych
poszczegodlne etapy sa kontrolowane przez liczne enzymy i czynniki transkrypcyjne.
Aktywno$¢ kodujacych je genow warunkuje poziom syntezy metabolitow. Ekspresja
genoéw zalezy od genotypu, organu oraz fazy rozwojowej roslin i moze podlegac
wahaniom pod wptywem dzialania czynnikow stresowych. Na potrzeby hodowli
opracowano markery molekularne zwigzane z produkcja zwiazkéw bioaktywnych,
a ich zastosowanie utatwia selekcje¢ pozadanych genotypow.
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METODY STOSOWANE W BADANIACH ZROZNICOWANIA
ORAZ IDENTYFIKACJI ODMIAN CHMIELU"®

Stowa kluczowe: chmiel, identyfikacja odmian chmielu, markery mikrosatelitarne, sekwen-
cjonowanie

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

*Opracowanie wykonano w ramach zadania 6.3 pt. ,,Upowszechnianie wiedzy o wynikach uzyski-
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$¢ metody w analizach r6znego rodzaju materiatu
genetycznego. Dotychczas markery AFLP byly czestym narzedziem stosowanym
w celu oceny stopnia zréznicowania genetycznego wsrod odmian chmielu oraz okre-
Slenia zrdédet ich pochodzenia (13, 42). Powstate publikacje wyrdzniajg zazwyczaj
dwie glowne grupy odmian, ktére odzwierciedlaja ich pochodzenie. Pierwszg grupe
stanowig genotypy aromatyczne wywodzace si¢ od odmiany botanicznej Humulus
lupulus var. lupulus, powszechnie wystepujacej na terenie Europy, natomiast druga
grupa obejmuje odmiany goryczkowe pozyskane na drodze krzyzowania form euro-
pejskich z genotypami poétnocnoamerykanskimi.
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Metoda podobng do AFLP jest technika DArT (ang. Diversity Arrays Technology),
ktora zamiast frakcjonowania produktow reakcji PCR, np. na zelu akrylamidowym,
wykorzystuje hybrydyzacje badanego DNA z sondami umieszczonymi na mikroma-
cierzach. Zrédlem zmiennosci w technice DArT jest polimorfizm pojedynczych nu-
kleotydow SNP (ang. Single Nucleotide Polymorphism), zmiany insercyjno-delecyjne
(InDel), zmiany w metylacji DNA oraz sekwencje powtorzeniowe (44). Podobnie jak
AFLP technika DArT nie wymaga znajomosci sekwencji DNA. Wymaga natomiast
opracowania bibliotek genomowych w celu uzyskania sond. Etap tworzenia sond jest
najbardziej pracochtonng cze¢scia tej techniki. Wada metody DATrT jest potencjalne
ryzyko uzycia w analizie identycznych sond. Poniewaz sondy nie sg sekwencjono-
wane, nie mozna wykluczy¢, ze sondy o identycznej sekwencji zostang zastosowane
kilka razy, co moze spowodowac znaczne zmniejszenie liczby uzytecznych markerow
(14). Kolejnym ograniczeniem techniki DArT jest dominujacy charakter markerow
DATT oraz ograniczona pojemno$¢ 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



Metody stosowane w badaniach zréznicowania oraz identyfikacji odmian chmielu 179

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.
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WPLYW SUSZENIA I PRZECHOWY WANIA
NA WARTOSC TECHNOLOGICZNA CHMIELU"

Stowa kluczowe: chmiel, kwasy goryczkowe, olejki, polifenole, warunki przechowywania

Wstep

Owocostany chmielu, tzw. szyszki chmielowe oraz wytwarzane z nich granulaty
i ekstrakty sa wykorzystywane w przemysle piwowarskim. Zawarte w szyszkach
specyficzne zwigzki chemiczne, takie jak: zywice migkkie (alfa i beta kwasy), zywice
twarde, olejki eteryczne i polifenole nadaja piwu charakterystyczng goryczke oraz
chmielowy aromat. Ponadto stwierdzono, ze zwiazki te charakteryzuja si¢ wielo-
kierunkowa aktywnos$cia biologiczng, np. przeciwbakteryjna, antyoksydacyjng czy
przeciwzapalng (2, 13, 28), a ich wyjéciowy sktad ilosciowy i jakosciowy zalezy od
czynnikéw klimatyczno-glebowych oraz stanowi cech¢ odmianowa (26). Bezpo-
$rednio po zbiorze szyszki chmielu sa poddane dziataniu warunkéw otoczenia, co
moze obnizac ich jako$¢. W czasie przechowywania dochodzi do utleniania cennych
metabolitow, gtownie alfa i beta kwasow nalezacych do frakcji zywic miekkich
1 przeksztalcania ich m.in. w niepozadane frakcje zywic twardych. Szybko$¢ tych
przemian, okre$lanych jako starzenie chmielu, zalezy gtownie od warunkow zbioru,
suszenia, temperatury przechowywania, dostepu powietrza, Swiatta oraz odmiany
chmielu (7, 8, 22, 35). Najbardziej odpowiednig metoda przeciwdziatania tworzeniu
utlenionych form zywic migkkich jest jak najszybsze przeprowadzenie prawidtowego
procesu suszenia, prasowania, pakowania oraz zapewnienie wlasciwych warunkow
magazynowania szyszek chmielu (8, 36). Dobrze przygotowany surowiec moze zo-
sta¢ przetworzony na bardziej trwate i mniej podatne na procesy utleniania granulaty
chmielowe i ekstrakty powszechnie uzywane do produkcji piwa (10). Wyniki badan

*Opracowanie wykonano w ramach zadania 6.3 pt. ,,Upowszechnianie wiedzy o wynikach uzyski-
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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wskazuja, ze btedy popetnione bezposrednio po zbiorze oraz na etapie suszenia
i przechowywania szyszek chmielowych moga przyczynic¢ si¢ do przyspieszenia pro-
cesOw utleniania zywic migkkich, a tym samym pogorszenia jako$ci technologiczne;j
1 wartosci ekonomicznej surowca.

Przygotowanie surowca chmielowego do przechowywania

Szyszki chmielu zbierane sg w fazie dojrzatosci technologicznej. W tym czasie
charakteryzujg si¢ najkorzystniejszym sktadem chemicznym oraz najlepszymi cechami
fizycznymi, tj. duza masa i sprezystoscia. Zawarta w szyszkach lupulina nabiera z6ttej
barwy i charakterystycznego chmielowego aromatu (36). Bezposrednio po zbiorze
szyszki chmielu wykazuja wilgotno$¢ na poziomie okoto 75%, sa wiec wrazliwe na
porazenie przez grzyby plesniowe, a ekspozycja na $wiatto prowadzi do pogorszenia
waloréw smakowych i zapachowych surowca (4). W celu ograniczenia tych nieko-
rzystnych proceséw bezposrednio po zbiorze szyszki poddaje si¢ suszeniu. Suszenie
przeprowadza si¢ najczes$ciej w komorowych suszarniach wielokondygnacyjnych,
powietrzem ogrzanym do temperatury 55-60°C, ktore przeptywa przez poszczeg6dlne
warstwy chmielu w spos6b wymuszony (32). Catkowity czas suszenia wynosi okoto
8 godzin i zalezy od odmiany chmielu oraz budowy szyszek. Szyszki wigksze, o zwartej
budowie i grubszej osadce suszy si¢ dluzej (36). Suszenie ma na celu ograniczenie
reakcji utleniania, ktére zachodza w szyszkach juz na etapie zbioru na skutek wzrostu
intensywnos$ci oddychania komoérkowego. Ponadto sktadowanie niewysuszonych
szyszek prowadzi do powstania sinobrgzowego zabarwienia na ich powierzchni
oraz utraty chmielowego aromatu; proces ten jest nicodwracalny i okreslany jako
zaparzenie (35). Szyszki suszy si¢ do wilgotnosci okoto 10% (32). Niestety, przy
tak niskiej wilgotno$ci staja si¢ one kruche i tatwo ulegaja uszkodzeniom, co prowa-
dzi do obsypywania si¢ gruczolow lupulinowych z listkow szyszek. Jest to bardzo
niekorzystne, bowiem w gruczotach lupulinowych gromadzi si¢ wickszo$¢ cennych
zwigzkoéw chemicznych (35). Nalezy zatem przed spakowaniem i sprasowaniem suszu
w worki chmielarskie zwigkszy¢ jego elastyczno$¢ poprzez nawilzanie do wilgot-
nosci 11-12% (35, 36). Susz chmielowy jest higroskopijny i tatwo wchtania wilgo¢
z powietrza, dlatego nawilzanie mozna przeprowadzi¢ w sposob naturalny, np. prze-
chowujac wysuszony chmiel w dobrze przewietrzanych magazynach przez okres okoto
2 tygodni. Duzo szybciej mozna uzyska¢ pozadang wilgotno$¢ suszu w specjalnych
klimatyzatorach, gdzie surowiec jest przedmuchiwany powietrzem o temperaturze
okoto 28°C i wilgotnosci 95% (36). Wysuszone i nawilzone szyszki chmielu umieszcza
si¢ warstwami w workach chmielarskich (cylindrycznych lub prostopadto$ciennych),
przy czym kazda warstwe poddaje si¢ procesowi prasowania, tak aby maksymalnie
ograniczy¢ dostep powietrza. Zapakowane w ten sposob szyszki chmielu nalezy ma-
gazynowaé¢ w chlodnym, suchym miejscu, najlepiej bez dostepu swiatla. Zaleca si¢
przechowywanie surowca w niskiej temperaturze — od 1 do 5°C, bowiem spowalnia
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to procesy utleniania zwiazkow chemicznych, ktore niekorzystnie wptywaja na jakos¢
surowca i jego przydatnos¢ technologiczna (3, 16, 35, 36). Prawidlowo wysuszony
i przechowywany chmiel zachowuje swoje wiasciwosci przez okres kilku miesiecy
(37). Z uwagi na to szyszki chmielowe powinny by¢ przerobione na produkty, takie
jak granulaty lub ekstrakty, tak szybko jak to mozliwe. Wydtuza to trwato$¢ chmielu
i jego przydatnos¢ technologiczng nawet do 5 lat.

Na kazdym etapie przygotowania surowca chmielowego do przechowywania moze
dochodzi¢ do obnizenia parametrow jakosciowych, szczegodlnie pod wzgledem sktadu
chemicznego (zawartosci alfa i beta kwasow, olejkow eterycznych, polifenoli), dlate-
go istotna jest weryfikacja warto$ci technologicznej szyszek. W tym celu konieczne
jest przeprowadzenie analiz chemicznych, takich jak oznaczanie zawartosci kwasow
goryczkowych, zywic twardych czy indeksu zestarzenia (4, 12, 16, 37).

Wplyw warunkow suszenia i przechowywania na zawarto$¢ i stabilno$¢
metabolitéw wtéornych chmielu

Btedne ustalenie terminu zbioru szyszek chmielu czy nieprawidtowy proces su-
szenia, pakowania i przechowywania wptywa na jakos$¢ surowca nieprzetworzonego,
szczegolnie na zawartos¢ najwazniejszych metabolitow wtornych, takich jak: zywice
chmielowe, olejki eteryczne, polifenole, ktore maja duze znaczenie dla przemystu bro-
warniczego. Dlatego tez zmiany jako$ciowe i ilo§ciowe metabolitow wtornych, ktore
zachodza w szyszkach chmielu od momentu zbioru oraz ich wptyw na jako$¢ surowca
nieprzetworzonego, jak i produktéw chmielowych stanowia przedmiot wielu badan.

Zywice chmielowe

Ogdlna zawarto$¢ zywic w szyszkach chmielu ksztattuje si¢ w granicach od 10
do 30% suchej masy w zaleznosci od odmiany i warunkow klimatyczno-glebowych
uprawy (tab. 1). Zywice chmielowe dzielg si¢ na dwie podstawowe frakcje, tj. roz-
puszczalne w heksanie zywice migkkie oraz nierozpuszczalne zywice twarde (1).
Zdecydowang wigkszos$¢ zywic chmielowych stanowig zywice migkkie, w skiad
ktoérych wchodza najcenniejsze dla przemystu piwowarskiego kwasy goryczkowe,
tj. alfa i beta kwasy. Zawarto$¢ zywic twardych w szyszkach chmielu bezposrednio
po zbiorze waha si¢ od 3 do 5% (tab. 1). Zaréwno alfa kwasy (humulony), jak i beta
kwasy (lupulony) sa mieszaning kilku homologdw rdznigcych sie struktura chemiczng
faficucha acylowego (40). Alfa kwasy dzielimy na: humulon (35-70% alfa kwasow),
co-humulon (20-65%), ad-humulon (10—-15%) oraz pre-humulon i post-humulon, nato-
miast do beta kwasow naleza: lupulon (30-55% beta kwasow), co-lupulon (20-65%),
ad-lupulon (10-15%), a takze pre-lupulon i post-lupulon (39, 40).
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Tabela 1
Najwazniejsze sktadniki zywic chmielowych
Zwiazek lub grupa chemiczna Zawarto$¢ (% s.m.)

Zywice ogotem 10-30
Zywice miekkie 9-28

Alfa kwasy 1,5-18

Beta kwasy 2,5-8
Zywice twarde 1,5-5

Ksantohumol 0,3-1,5

Zrodto: Biendl i Pinzl, 2008 (2); Almaguer i in., 2014 (1)

Podczas gotowania brzeczki piwnej alfa kwasy ulegaja procesom izomeryza-
cji do rozpuszczalnych w wodzie i bardziej goryczkowych izo-alfa kwasow (1).
W zaleznosci od przebiegu procesu warzenia piwa izomeryzacji moze ulegac¢ okoto
50-70% alfa kwasow, a w koncowym produkcie pozostaje jedynie od 10 do 40% izo-
-alfa kwasow (39). Dzieje si¢ tak na skutek utraty czesci izo-alfa kwaséw w procesie
odfiltrowywania piwa (38, 39). Z uwagi na to, ze izo-alfa kwasy stanowig gtéwne
zrodlo goryczy w piwie sg bardzo wazne dla procesu technologicznego, a browarnicy
zwracajg szczego6lng uwage na ich zawarto$§¢ w surowcu chmielowym (39). Chmiel
jest podatny na dzialanie tlenu i degradacje alfa i beta kwasow, dlatego zawartosc¢
tych zwigzkow zmienia si¢ w trakcie przechowywania surowca. W 1950 r. po raz
pierwszy zidentyfikowano humulinony bedace gtownymi produktami utleniania alfa
kwasow. Okazato si¢, ze warto$¢ goryczkowa humulinonéw stanowi jedynie 35%
wartoséci goryczkowej izo-alfa kwasow. Dalsze przemiany humulinonéw skutkuja
powstaniem kolejnych produktow utleniania, np. 4’-hydroxy-allohumulinonow (9).
Liczne badania wskazuja, ze najwigkszy wplyw na stopien oraz tempo degradacji
alfa kwasow podczas przechowywania szyszek chmielu ma temperatura oraz dostgp
powietrza. MikySka i Krofta (22) zaobserwowali, ze w przypadku przechowy-
wania suszu chmielowego bez dostepu powietrza i w temperaturze +2°C wyjsciowa
zawarto$¢ alfa kwasow w szyszkach czterech odmian chmielu utrzymywata si¢ na
wzglednie statym poziomie przez okres 12 miesi¢gcy. Natomiast w tym samym okre-
sie podczas przechowywania surowca w temperaturze +20°C z dostgpem powietrza
strata alfa kwasow wynosita od 64% do 88% (22). Canbas i in. (4) badali zmiany
zawarto$ci kwasow goryczkowych w granulatach pigciu odmian chmielu. Granulat
byt przechowywany w temperaturze +3°C oraz w temperaturze pokojowej bez do-
stepu Swiatla przez okres 6 miesigcy. Stwierdzono, ze przechowywanie granulatu
chmielowego jest korzystniejsze w nizszych temperaturach, a spadek zawartosci alfa
kwaséw zalezy od odmiany i waha si¢ od 6,9% do 19,4% w temperaturze +3°C oraz
od 30,8% do 36,4% w temperaturze pokojowej (4). Kroupa i in. (20) stwierdzili,
ze juz niewielki wzrost temperatury przechowywania wptywa na zmiany w zawar-
tosci alfa kwasow. Ubytek alfa kwasow w szyszkach chmielu przechowywanych
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przez 6 miesigcy w temperaturze +9,4°C byl okoto 3 razy wigkszy w poroéwnaniu
z chmielem przechowywanym w temperaturze +3°C (20). Podobne badania obrazu-
jace wptyw warunkéw przechowywania na stabilnos¢ alfa kwasow przeprowadzono
w IUNG-PIB (37). Wykazano, ze przechowywanie szyszek chmielu w temperatu-
rach powyzej +20°C skutkuje pogorszeniem ich walorow jako$ciowych. W okresie
12 miesigcy spadek zawartosci kwasow goryczkowych wynosit od 20 do nawet 80%
w stosunku do wartos$ci poczatkowej. Stwierdzono rowniez wptyw stopnia dojrzato-
$ci szyszek na stabilno$¢ metabolitow wtornych podczas przechowywania. Szyszki
chmielu zebrane w fazie dojrzatosci technologicznej dtuzej zachowywaty dobra
jako$¢ w zroznicowanych warunkach przechowywania niz szyszki zebrane przed
osiggnieciem dojrzatosci technologicznej lub po jej zakonczeniu. Wplyw stopnia
dojrzato$ci szyszek na stabilnos$¢ alfa kwasdéw byt szczegdlnie widoczny podczas
przechowywania w temperaturze +20°C (37).

Beta kwasy naleza do mniej gorzkiej frakcji kwasow goryczkowych. W przeci-
wienstwie do alfa kwasow nie ulegaja reakcjom izomeryzacji, co wynika z réznic
strukturalnych (brak trzeciorzgdowej grupy alkoholowej w pierscieniu aromatycznym).
Beta kwasy sg w duzo wigkszym stopniu podatne na procesy utleniania niz alfa kwasy
oraz posiadajg wtasciwosci hydrofobowe, sg wigc stabiej rozpuszczalne w wodzie
(19). Beta kwasy charakteryzujg si¢ rowniez wlasciwosciami przeciwbakteryjnymi,
dzieki czemu wzmacniajg stabilno$¢ biologiczng piwa, wydhluzajac jego trwatos¢ oraz
posiadaja wlasciwosci stabilizujace piang (19). W latach pieédziesiagtych ubieglego
wieku zidentyfikowano najwazniejsze produkty utleniania beta kwasow, tzw. hulupony.
Hulupony, podobnie jak zywice migkkie, wykazuja bardzo dobra rozpuszczalnosé
w rozpuszczalnikach organicznych charakteryzuja si¢ rowniez gorzkim smakiem (1).
Dalsze utlenianie huluponéw prowadzi do powstania niegorzkiego kwasu hulupinowe-
go (1). Stwierdzono, ze przechowywanie chmielu wplywa na wzrost zawartosci kwasu
hulupinowego w szyszkach do okoto 0,05% (1). Mikyska i Krofta (22) stwierdzili,
ze przemiany beta kwasow podczas przechowywania zalezg od temperatury i doste-
pu powietrza. Zaobserwowano, ze w przypadku czterech badanych odmian chmielu
przechowywanych w temperaturze +2°C zawarto$¢ beta kwasow utrzymywata si¢ na
stalym poziomie przez okres 12 miesi¢cy, natomiast w tym samym okresie w tem-
peraturze +20°C z dostgpem powietrza straty wynosity okoto 80%. Taniguchi iin.
(39) badali zmiany zawarto$ci beta kwaséw 1 produktéw ich utleniania (huluponéw)
w granulatach chmielowych przechowywanych w r6znych warunkach temperatury
1 stwierdzili, ze po czterdziestu tygodniach przechowywania w temperaturze +20°C
zawartos$¢ beta kwasow zmniejszyta si¢ o okoto 50%, w tym samym czasie zawartos¢
huluponow wzrosta do 17%. W temperaturze +40°C zawarto$¢ hulupondéw osiagneta
maksymalng warto$¢, tj. 30% beta kwasow juz po czterech tygodniach, natomiast
w warunkach ekstremalnych, czyli w +60°C maksymalng zawarto$¢ huluponéw ob-
serwowano juz po 72 godzinach i utrzymywata si¢ ona do konca okresu przechowy-
wania. Krofta i in. (18) stwierdzili, ze potencjat goryczkowy produktow utleniania
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beta kwasow ksztattuje si¢ na poziomie okoto 40% goryczki izo-alfa kwasow, co
czgsciowo rekompensuje utrate goryczki zwigzang ze zmniejszaniem zawartosci alfa
kwasoéw podczas starzenia chmielu. Goryczka piwa uzyskana poprzez chmielenie
przy uzyciu produktéw utleniania beta kwaséw daje podobne odczucia sensoryczne,
jak w przypadku chmielenia piwa z wykorzystaniem alfa kwasow. Zauwazono rowniez,
ze wickszo$¢ produktéw utleniania beta kwasow jest rozpuszczalna w wodzie (18).
W wyniku reakcji utleniania zachodzacych w czasie przechowywania chmielu
frakcje nalezace do zywic migkkich ulegaja przeksztatceniu do zywic twardych, co
pogarsza warto$¢ technologiczng chmielu (39). Sktadniki zywic twardych sg nieroz-
puszczalne w wodzie oraz nadkrytycznym CO,, natomiast dobrze rozpuszczajg sig
w niektorych rozpuszcezalnikach organicznych, np. alkoholach czy eterze dietylowym.
Poczatkowo sadzono, ze zywice twarde powstajg jedynie w czasie przechowywania
surowca, jednak w 1956 r. Schild i Raum (33) odkryli, ze zywice twarde obecne
sa rowniez w $wiezych szyszkach chmielu, co oznacza, ze sa one sktadnikami natu-
ralnie wytwarzanymi w trakcie rozwoju szyszek. Niestety, ich zawarto$¢ w trakcie
przechowywania surowca wzrasta w wyniku degradacji zywic migkkich (1).

Olejki eteryczne

Olejki eteryczne chmielu to najwazniejsza grupa lotnych zwigzkéw zapachowych
zawartych w szyszkach odpowiadajacych przede wszystkim za charakterystyczny
chmielowy aromat surowca oraz piwa. Suszony chmiel zawiera, w zaleznos$ci od od-
miany, od 0,2 do 3,0% olejkéw eterycznych, ktére podobnie jak kwasy goryczkowe
gromadzg si¢ w gruczotach lupulinowych podczas dojrzewania szyszek (31). Sktad
chemiczny olejkéw eterycznych chmielu zalezy od odmiany, warunkow wzrostu,
dojrzatosci szyszek podczas zbioru oraz warunkéw suszenia i przechowywania.
W sktad olejkéw eterycznych chmielu wchodzg trzy podstawowe grupy zwigzkow:
weglowodory, frakcja utleniona oraz frakcja zawierajgca zwiazki siarki (1, 2, 34)
(tab. 2).

Tabela 2
Najwazniejsze sktadniki olejkoéw eterycznych chmielu

Zwiazek lub grupa chemiczna Zawarto$¢ (% s.m.)
Olejki eteryczne ogolem 0,2-3
Myrcen 0,1-1,2
Kariofilen 0,02-0,4
Humulen 0,04-1,1
Farnezen <0,01-0,25
Linalol <0,01-0,02

Zrédto: Biendl i Pinzl, 2008 (2); Almaguer i in., 2014 (1)
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Obecnie wiadomo, ze olejki chmielowe sa mieszaning okoto 1000 zwiazkow,
z ktorych scharakteryzowano i zidentyfikowano 440 (1, 30). Proces suszenia chmie-
lu ma istotny wptyw na zawarto$¢ olejkéw eterycznych, poniewaz lotne zwiazki
aromatyczne ulegaja degradacji juz w temperaturze 55-60°C (29, 30). Rybka i in.
(30) przeprowadzili badania wptywu temperatury suszenia na zachowanie substancji
lotnych w szyszkach 8 odmian chmielu. Wykazali, ze straty olejkow eterycznych
podczas suszenia w temperaturze +40°C byly mniejsze o okoto 33% w poroéwnaniu
z suszeniem w temperaturze +60°C (30). Zatem standardowy proces suszenia chmielu
w temperaturze 55-60°C przez okolo 6—8 godzin moze by¢ niekorzystny dla nie-
ktorych substancji lotnych zawartych w szyszkach. Kilku autoréw obserwowato, ze
straty catkowitej zawartosci olejkow eterycznych podczas suszenia wynosza od 10
do 60% w zaleznosci od warunkow suszenia oraz odmiany (14, 24, 25). Szczegdlnie
narazony na straty jest myrcen, ktory jest gldownym sktadnikiem olejkow eterycznych
chmielu (14, 24, 25). Starty myrcenu podczas suszenia sg wigksze w poréwnaniu
z humulenem, kariofilenem czy linalolem i zaleza od warunkow suszenia i odmiany
chmielu (14, 24, 25). Uzyskane wyniki wskazuja na to, ze suszenie chmielu w niz-
szych temperaturach jest wprawdzie korzystniejsze dla olejkéw eterycznych, jednak
wydhuza proces suszenia o kilka godzin (14, 24, 25, 30).

Howard i Slater (11) oraz Dieckmann i Palamand (5) zaobserwowali, ze
wraz z wydluzaniem okresu przechowywania chmielu sktad olejkow eterycznych
stawatl si¢ bogatszy w zwiazki utlenione kosztem frakcji weglowodorowej. Wzrost
zawartosci frakcji utlenionej prowadzil do powstania zwigzkéw nielotnych oraz
zmniejszenia zawartosci myrcenu, co skutkowalo pogorszeniem jakosci techno-
logicznej surowca. Stwierdzono, ze proces utleniania myrcenu przebiega etapowo
w drodze reakcji cyklizacji, utleniania, dysproporcjonowania oraz polimeryzacji,
w wyniku czego powstaje okoto 40 zwigzkdéw pochodnych.

Polifenole

Calkowita zawarto$¢ polifenoli w szyszkach chmielu waha si¢ od 2 do 6% (23).
Sktad polifenoli zalezy od odmiany chmielu, techniki zbioru i stopnia zestarzenia
szyszek chmielu (6, 23). Polifenole chmielowe to ztozona grupa zwiazkéw o zrdéznico-
wanej budowie chemicznej, ktorej najwazniejsze sktadniki przedstawiono w tabeli 3.
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Tabela 3
Najwazniejsze sktadniki polifenoli chmielu
Zwiazek lub grupa chemiczna Zawarto$¢ (% s.m.)
Polifenole chmielu ogdtem 2-6
Flawonole 0,5
Kwercetyna 0,2
Kemferol 0,1
Flavan-3-ole 0,5
Katechiny 0,2
Fenolowe kwasy karboksylowe 0,05
Kwasy ferulowe 0,01
Prenyloflawonoidy 1,3
Ksantohumol 1,1
Desmetyloksantohumol 0,1
6-prenylnaringenina 0,03
8-prenylnaringenina 0,01
Rezweratol <0,01

Zrédto: Biendl i Pinzl, 2008 (2); Almaguer i in., 2014 (1)

Cecha charakterystyczng struktury chemicznej polifenoli jest pierscien aromatycz-
ny z co najmniej dwiema grupami hydroksylowymi. Zwiazki te wystepuja gtownie
w listkach i osadce szyszek chmielu. Wyjatek stanowia niektore prenyloflawonoidy,
np. ksantohumol, 6-prenylnaringenina czy desmetyloksantohumol, ktore gromadza
sie¢ w gruczotach lupulinowych i moga stanowi¢ sktadniki zywic twardych. Ksanto-
humol wykazuje roznorodng aktywnos$¢ biologiczna. Moze hamowa¢ rozwoj plesni
oraz wzrost bakterii Gram-dodatnich, wykazuje dziatanie przeciwwirusowe, a nawet
przeciwnowotworowe. Niestety, podczas warzenia brzeczki piwnej tylko sladowe ilo-
$ci ksantohumolu przechodzg do piwa, w zwiagzku z tym podjeto proby wzbogacenia
ekstraktow chmielu w ksantohumol. Wykorzystujac rozpuszczalno$¢ tego zwiazku
w rozpuszczalnikach organicznych, udalo si¢ wyodrgbni¢ okoto 80-99% ksanto-
humolu zawartego w szyszkach, niestety proces ten jest kosztowny, a pozyskanie
odpowiednio duzej ilosci ksantohumolu trudne (15).

Rozwo6j chromatografii cieczowej pozwolit badaczom na identyfikacje okoto 100
zwigzkow we frakcji polifenoli chmielu i dokonanie ich podziatu na cztery podgrupy
chemiczne ze wzgledu na budowe jednostek fenolowych (tab. 3) (1). Stwierdzono,
ze odmiany aromatyczne chmielu charakteryzujg si¢ wicksza zawarto$cia polifenoli
niskoczasteczkowych niz odmiany goryczkowe, poniewaz podczas dojrzewania szy-
szek wzrost zawartosci alfa kwasow odbywa si¢ kosztem zawartosci polifenoli (1).
Polifenole wykazuja wtasciwo$ci przeciwutleniajace i przeciwbakteryjne, chronig
zatem piwo przed utlenianiem, przyczyniajac si¢ do zwigkszenia stabilnos$ci smaku
oraz wydluzaja trwato$¢ tego napoju (1). Jedynie okoto 20-30% polifenoli w brzeczce
piwnej pochodzi z surowca chmielowego, pozostata pula to polifenole pochodzace
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ze stodu (1). Badania wykazaty, ze zawarto$¢ polifenoli w trakcie przechowywania
chmielu spada w granicach 30-40%, co wplywa na pogorszenie jakosci chmielu (17,
22). Stopien degradacji zalezy od odmiany oraz tego, czy chmiel jest przechowywany
w formie szyszek czy granulatu. Granulat wykazywat wigksza stabilnos¢ pod wzgle-
dem zawartosci polifenoli w porownaniu ze sprasowanymi szyszkami. Warunki prze-
chowywania chmielu (temperatura, dostep powietrza) nie miaty istotnego wptywu na
zmiany zawartosci tych zwiazkow zarowno w szyszkach, jak i granulacie chmielowym.

Sposoby przetwarzania szyszek chmielu

W celu zachowania waloréw surowca i ograniczenia niekorzystnych przemian
zwiazkow chemicznych zawartych w szyszkach chmiel jest przetwarzany na produkty
chmielowe, takie jak: granulaty, ekstrakty oraz inne bardziej zaawansowane produkty
chmielowe. Wykorzystanie produktow chmielowych do produkcji piwa stale ro$nie.
Obecnie jedynie nieco ponad 1% chmielu wykorzystywany jest w postaci wysuszo-
nych 1 sprasowanych szyszek, natomiast prawie 99% surowca przetwarzanych jest
na produkty chmielowe (tab. 4). W Polsce do obrotu handlowego dopuszczany jest
surowiec spelniajacy minimalne wymagania jako$ciowe potwierdzone certyfikatem
Inspekcji Jakosci Handlowej Artykutéw Rolno-Spozywczych (36). Wymagania te
okres$laja minimalng zawarto$¢ zanieczyszczen grubych (do 6%) oraz drobnych (do
4%), a takze wilgotno$¢ suszu (do 14%). Sprawdzana jest rowniez zawarto$¢ nasion,
ktéra w chmielu niezaziarnionym nie powinna przekraczac 2%.

Tabela 4
Wykorzystanie produktow chmielowych w $§wiatowej produkcji piwa
Chmiel i produkty chmielowe Udziat w produkcji piwa (%)
Granulaty chmielowe 70,2
Ekstrakty chmielowe 28,7
Nieprzetworzone szyszki chmielu 1,1

Zrédto: Hopsteiner Committed to the Brewer, Guidelines for Hop Buying, 2021 (10)

Swiezo zebrane i wysuszone szyszki chmielu maja niska wage nasypowa, co
utrudnia ich szczelne zapakowanie bez dostgpu powietrza i §wiatta. Z uwagi na to
sg one narazone na dziatanie tych czynnikéw i stosunkowo szybko moga ulegac
niekorzystnym procesom starzenia. Przetwarzanie na granulaty chmielowe nie tyl-
ko przedtuza trwato§¢ surowca, ale réwniez umozliwia lepsze wykorzystanie jego
sktadnikow w procesie warzenia piwa. Pierwszym etapem przetwarzania suszu
chmielowego na granulat jest mechaniczne rozdrobnienie i homogenizacja. Nastep-
nie uzyskany proszek poddaje si¢ sprasowaniu w cylindryczne granulki o §rednicy
6—8 mm (32). W ten sposob otrzymuje si¢ granulat T-90, ktory charakteryzuje si¢
sktadem chemicznym niemal identycznym jak chmiel wyjsciowy. Surowiec mozna
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réwniez przetworzy¢ na granulat skoncentrowany T-45 o standaryzowanej zawartosci
alfa kwasow. Wowczas szyszki chmielu przed zmieleniem mrozi si¢ w temperaturze
okoto —30°C, co umozliwia oddzielenie lupuliny od listkoéw szyszki. Po analizach
zawarto$ci podstawowych zwiazkoéw chemicznych lupuling ponownie miesza sig¢
z listkami szyszek chmielu w okreslonych proporcjach w celu otrzymania granulatu
skoncentrowanego o standaryzowanej zawartosci alfa kwasow (2, 27). Granulat jest
szczelnie pakowany w specjalne aluminiowe worki, w atmosferze gazu obojetnego
(np. azotu), co chroni surowiec przed dostepem $wiatla i utlenianiem cennych zwigz-
kéw chemicznych. Przetworzenie szyszek chmielu w granulat oraz jego odpowiednie
zapakowanie pozwala na wydhluzenie trwato$ci surowca oraz zmniejszenie kosztow
magazynowania i transportu. Podobnie jak szyszki chmielu, granulaty powinny by¢
przechowywane w suchym i chlodnym miejscu. W takich warunkach, w szczelnie
zamknietych workach zachowuja trwato$¢ przez trzy lata od daty produkcji (27).

Granulat wykorzystuje si¢ do produkc;ji ekstraktu chmielowego, ktory zawiera alfa
i beta kwasy oraz olejki eteryczne. Najczgsciej stosuje si¢ ekstrakcje dwutlenkiem
wegla w warunkach nadkrytycznych, w ktorych CO, przechodzi z fazy gazowej
w ptynng. Koncowy produkt ma konsystencje miodu i moze czgsciowo zastapic gra-
nulaty chmielowe, chociaz jego sktad jest nieco inny, bowiem nie zawiera niektorych
zwigzkow, np. ksantohumolu. Ekstrakty CO, zapakowane w metalowe puszki przezna-
czone do kontaktu z zywnoscia w otoczeniu gazéw obojetnych oraz przechowywane
w niskiej temperaturze charakteryzuja si¢ dlugim terminem przydatno$ci wynoszacym
okoto 5 lat, a nawet dtuzej (2).

Jak juz wcze$niej wspomniano, w czasie gotowania brzeczki piwnej tylko czgsé
dodanych alfa kwas6éw ulega izomeryzacji do izo-alfa kwasow, ktore nadaja piwu cha-
rakterystyczny gorzkawy smak. Wydajnos$¢ procesu izomeryzacji zalezy od przebiegu
i dlugosci warzenia piwa. W celu zwigkszenia stopnia wykorzystania alfa kwasow
wytwarzane sg zizomeryzowane produkty chmielowe. Stosowanie zizomeryzowanych
produktow chmielowych do produkcji piwa zwigksza stopien wykorzystania alfa kwa-
sow do poziomu 85% (38). Znane i wykorzystywane s rozne metody izomeryzacji
alfa kwaso6w w chmielu i mozna je podzieli¢ na nastgpujace grupy: izomeryzacje
w alkalicznych roztworach wodnych, izomeryzacje na sucho, izomeryzacj¢ termiczna
oraz izomeryzacje w ciektym lub nadkrytycznym dwutlenku wegla (38). Najczesciej
stosowanymi produktami izomeryzowanymi sa tzw. izomery kottowe dodawane na
etapie warzenia brzeczki; sg to izomery otrzymywane w wyniku ekstrakcji ciektym
lub nadkrytycznym CO, (38). [zomery te zawierajg zamiast alfa kwasow odpowiednig
ilos¢ izo-alfa kwasow, pozostate zwiazki chmielu, takie jak beta kwasy czy olejki
eteryczne pozostaja na niezmienionym poziomie. Podobnie jak granulaty chmielo-
we, produkty zizomeryzowane powinny by¢ przechowywane w suchym i chtodnym
miejscu, w szczelnie zamknigtym worku z folii aluminiowej, w otoczeniu gazow
obojetnych, maksymalnie przez okres 3 lat od daty produkcji (2, 27).
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Metody oceny jakosci surowca i produktow chmielowych w trakcie
przechowywania

Zarowno szyszki chmielu, jak i produkty chmielowe w wyniku dlugotrwatego
przechowywania tracg cenne sktadniki chemiczne, co skutkuje obnizeniem wartosci
browarniczej surowca. Opracowano wigc metody badawcze stuzace ocenie przydatno-
$ci technologicznej magazynowanego surowca i produktow chmielowych. Najczesciej
stosowanym miernikiem sg zmiany zawartosci alfa kwasow w trakcie przechowywania.
O znacznym pogorszeniu jakos$ci szyszek chmielowych w trakcie przechowywania
$wiadczy ubytek zawartos$ci alfa kwaséw powyzej 20% w stosunku do wartosci wyj-
$ciowej, badanej bezposrednio po zbiorze (16 ). W przypadku produktow chmielowych
(granulaty, ekstrakty) jako wskaznik przydatnosci technologicznej stosuje si¢ metode
Wollmera Iub indeks zestarzenia chmielu HSI (ang. Hop Storage Index). Metoda
Wollmera pozwala na okreslenie stopnia zestarzenia chmielu i jego produktow na
podstawie zawartosci zywic twardych. Zawarto$¢ zywic twardych na poziomie 15%
w szyszkach oraz 17% w produktach chmielowych jest gorng granica dobrej jakosci
surowca 1 produktow; wyzsze wartosci wskazujg na pogorszenie wartosci techno-
logicznej (12). Obecnie najczesciej stosowanym wskaznikiem stopnia zestarzenia
chmielu jest indeks HSI, ktory oblicza si¢ na podstawie zawartos$ci alfa i beta kwasow
oraz utlenionych pochodnych tych zwiazkéw oznaczonych metoda spektrofotome-
tryczng. Wraz z postgpem procesu utleniania kwasow goryczkowych w surowcu
chmielowym warto$¢ HSI wzrasta. Stopien zestarzenia produktow chmielowych
i szyszek w zalezno$ci od wartosci HSI i ubytku alfa kwasow przedstawiono w tabeli 5.

Tabela 5
Stopien zestarzenia surowca i produktoéw chmielowych w zaleznosci od wartosci indeksu HSI
oraz ubytku alfa kwasow

Spadek zawartosci

a-kwasow (%) Wartos¢ indeksu HSI

Stopien zestarzenia

Surowiec $wiezy (bardzo dobry jakos$ciowo) 0-10 <0,32
Surow1ec_wykazuja,cy niewielki stopien 1120 0.33-0.40
zestarzenia

Surqw1ec wyka;uja}cy Zaawansowane 21230 0.41-0.50
stadium starzenia

Surowiec stary 3140 0,51-0,60
Surowiec przestarzaty >40 >0,61

Zrodho: Koziara-Ciupa i Skomra, 2020 (16); Forster., 2001 (7)

Ogolnie przyjeto, ze gorng granicg przydatnosci technologicznej surowca i pro-
duktéw chmielowych jest warto§¢ HSI na poziomie 0,37 (7, 16). Niektorzy jednak
uwazaja, ze mozliwe jest stosowanie do chmielenia piwa produktow o indeksie HSI
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powyzej 0,50 pod warunkiem, ze dodawane beda na poczatku gotowania brzeczki
piwnej w celu usunigcia z para wodna zwigzkoéw lotnych (21).

Podsumowanie

Utlenianie cennych metabolitéw wtdrnych chmielu stanowi wciaz znaczacy pro-
blem podczas zbioru, suszenia i przechowywania szyszek chmielu, bowiem produkty
utleniania wptywaja niekorzystnie na jakos¢ surowca. Doniesienia literatury wskazuja,
ze do najwazniejszych czynnikéw zapobiegajacych tym niekorzystnym procesom
naleza jak najszybsze suszenie zerwanych szyszek chmielowych oraz magazynowanie
surowca w formie sprasowanej, w workach chmielarskich, w chtodnym magazynie,
a takze w miarg mozliwosci, jak najszybsze przetworzenie szyszek chmielu w bar-
dziej trwate produkty chmielowe. Wtasciwe postepowanie z surowcem chmielowym
skutecznie ogranicza wzrost utlenionych form metabolitéw wtérnych chmielu oraz
umozliwia zachowanie przydatnosci technologicznej surowca nawet przez kilka lat.
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UWARUNKOWANIA I KIERUNKI ROZWOJU PRODUKCJI CHMIELU"

Stowa kluczowe: chmiel, powierzchnia uprawy, wielkos$¢ produkeji, produkcja alfa kwasow,
produkcja piwa, odmiany

Wstep

Chmiel jest cenng ro$ling uprawng wykorzystywang przede wszystkim przez prze-
mysl piwowarski, a w duzo mniejszym stopniu do celow kosmetycznych i leczniczych.
Uprawa tego gatunku koncentruje si¢ w rejonach umiarkowanej strefy klimatycznej
na potkulach pétnocnej i potudniowej. Chmiel jest wieloletnim pnaczem, dlatego
uprawa prowadzona jest na wysokich konstrukcjach, ktore stanowia wsparcie dla jego
wiotkich pedoéw. Gospodarstwa specjalizujace si¢ w uprawie chmielu powinny by¢
réwniez wyposazone w suszarni¢ oraz szereg specjalistycznych maszyn i urzadzen,
np. do cigcia karp, zbioru szyszek, nawilzania i pakowania surowca. Z uwagi na roz-
budowang i kosztowng infrastrukture techniczng tradycja produkcji chmielu przeka-
zywana jest czgsto z pokolenia na pokolenie w rodzinnych gospodarstwach, w ktérych
stanowi ona gtowne zrédto dochoddéw. Surowcem pozyskiwanym z roslin chmielu
sa zenskie owocostany zwane powszechnie szyszkami. Przed wprowadzeniem do
sprzedazy szyszki musza by¢ wysuszone i zapakowane w odpowiednie worki chmie-
lowe oraz spelia¢ minimalne wymagania jako$ciowe potwierdzone certyfikatem.
W Polsce certyfikacje chmielu prowadzi Inspekcja Jakosci Handlowej Artykutow
Rolno-Spozywczych. Na $wiecie uprawianych jest okoto 300 odmian chmielu
w dwoch typach uzytkowych, tj. goryczkowym i aromatycznym. Gtownym kryte-
rium przyporzadkowania odmiany do okreslonego typu uzytkowego jest zawartos¢
alfa kwasow oraz jakos$¢ aromatu. Odmiany goryczkowe charakteryzuja si¢ wysoka

*Opracowanie wykonano w ramach zadania 6.3 pt. ,,Upowszechnianie wiedzy o wynikach uzyski-
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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zawarto$cig alfa kwasow w szyszkach, najczesciej na poziomie kilkunastu procent.
W przypadku tych odmian jako$¢ aromatu ma mniejsze znaczenie. Odmiany aroma-
tyczne powinny cechowac si¢ przede wszystkim oryginalnym chmielowym zapachem,
zawarto$¢ alfa kwasow jest tutaj mniej istotna i najczgsciej nie przekracza kilku
procent. Do chmielenia piwa stosuje si¢ zazwyczaj odmiany obu typéw w roznych
proporcjach w zaleznosci od gatunku piwa. Z uwagi na to, stabilizacja rynku chmielu
opiera si¢ nie tylko na zapewnieniu odpowiedniej iloSci surowca, ale tez na utrzymaniu
wlasciwego balansu pomigdzy odmianami goryczkowymi i aromatycznymi.

Niniejsze opracowanie ma na celu przedstawienie sytuacji na rynku chmielu na
Swiecie i w Polsce oraz zmian, jakie dokonaty si¢ w tym sektorze produkcji rolnej
w ostatniej dekadzie.

Produkcja chmielu na $wiecie

Powierzchnia uprawy

Powierzchnia uprawy chmielu na Swiecie w 2021 r. osiagneta blisko 63 500 ha
(6). Gatunek ten jest uprawiany na wszystkich kontynentach z wyjatkiem Antarktydy,
ale areat jest bardzo zroéznicowany. Swiatowym liderem pod wzgledem powierzch-
ni uprawy chmielu jest nadal Europa, chociaz jej udziat zmniejszyt si¢ z 60,3%
w 2012 1. do 52,5% w 2020 r. (rys. 1). Drugim bardzo pr¢znie rozwijajacym si¢
centrum uprawy chmielu jest Ameryka Potnocna, ktorej udziat w $wiatowym areale
chmielu w tym samym okresie wzrdst z 27,7% do 40,2%. W sumie na tych dwoch
kontynentach w 2020 r. uprawiano ponad 57 800 ha chmielu, co stanowito okoto
93% $swiatowego areatu (1).

2012 2020

1 17

m Europa m Ameryka Pn.
W Ameryka Pd. Azja
u Afryka M Australia i Oceania

Rys. 1. Udzial (%) poszczegolnych kontynentow w §wiatowym areale chmielu w latach 2012 1 2020
Zrodto: opracowanie whasne na podstawie BarthHaas Report, Hops 2012/2013 i 2020/2021 (1)
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Mimo ze w latach 20122020 catkowita powierzchnia uprawy chmielu na §wiecie
wzrosta 0 32,8%, to biorac pod uwage poszczegolne kontynenty, sytuacja byta dos¢
zréznicowana (tab. 1). Najbardziej dynamiczny wzrost arealu chmielu odnotowano
w Ameryce Potnocnej. W omawianym okresie przybyto tam 12 065 ha chmielu, co
oznaczato wzrost 0 92,9%. Na kontynencie europejskim dynamika wzrostu powierzch-
ni uprawy chmielu w latach 2012-2020 byta zdecydowanie mniejsza. Przybyto tam
zaledwie 4 431 ha chmielu, co daje wzrost o 15,6%. Nowe nasadzenia odnotowano
rowniez w Australii i Nowej Zelandii, wprawdzie przybyto tam w sumie 711 ha
chmielu, ale dla tego regionu stanowito to bardzo duzy wzrost powierzchni upra-
wy — o blisko 88%. W Ameryce Poludniowej i Afryce areat chmielu w omawianym
okresie byt dos¢ stabilny z lekka tendencja spadkowa odpowiednio o 8,6% oraz 7,2%.
Najwiekszy spadek powierzchni uprawy chmielu, o ponad 42%, nastapit w Azji.
Gloéwng przyczyna bylo zmniejszenie arealu chmielu w Chinach z 3 989 ha
w 2012 r. do 2 330 ha w 2020, a wiec 0 41,6% (1).

Tabela 1
Powierzchnia uprawy chmielu na $wiecie w latach 2012 1 2020 w rozbiciu na kontynenty
Powierzchnia uprawy (ha) Roéznica migdzy latami 2012-2020
Kontynent
2012 . 2020 1. ha %
Europa 28330 32761 +4431 +15,6
Ameryka Pn. 12986 25051 +12065 +92,9
Ameryka Pd. 198 181 -17 -8,6
Azja 4187 2425 -1762 —42,1
Afryka 458 425 =33 7,2
Australia i Oceania 812 1523 +711 +87.,6
Swiat 46971 62366 +15395 +32,8

Zrédto: opracowanie whasne na podstawie BarthHaas Report, Hops 2012/2013 i 2020/2021 (1)

Ostatnia dekada (2012-2021) to okres systematycznego wzrostu powierzchni upra-
wy chmielu na $§wiecie (rys. 2). Przyrost powierzchni uprawy chmielu w poréwnaniu
rok do roku obserwowano w catym analizowanym okresie, ale najbardziej dynamiczne
wzrosty w granicach 5-9% rocznie odnotowano w latach 2015-2017. Byto to spo-
wodowane gtéwnie bardzo szybkim wzrostem powierzchni uprawy chmielu w USA,
gdzie w ciagu tych trzech lat przybyto ponad 4 400 ha plantacji. Od 2018 r. dynamika
wzrostu powierzchni uprawy chmielu na $wiecie byla mniejsza i utrzymywata si¢
na poziomie 1-2% rocznie. Mimo ze w skali §wiata trend wzrostowy utrzymywat
si¢ przez calg rozpatrywana dekade, to w przypadku Europy w latach 2020 i 2021
odnotowano nawet niewielkie zmniejszenie areatu uprawy chmielu, odpowiednio
0 123 1 152 ha rocznie (6).
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Rys. 2. Dynamika zmian powierzchni uprawy chmielu na §wiecie oraz w Europie i USA
w latach 20122021

Zrodto: opracowanie wlasne na podstawie Hopsteiner Committed to the Brewer, Guidelines for Hop
Buying 2012-2021 (6)

W ostatniej dekadzie zaszly rowniez duze zmiany w strukturze odmianowej nasa-
dzen chmielu na §wiecie. Zdecydowanie, bo az o 75,6%, zwigkszyl si¢ areat odmian
aromatycznych, z 23 955 ha w 2012 r. do 42 071 ha w 2021 r. (7). W tym samym
okresie powierzchnia uprawy odmian goryczkowych zmniejszyta si¢ o 8,7%, a udziat
tych odmian w §wiatowym areale chmielu spadt z 46,9% do 31,5% (rys. 3).
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Rys. 3. Udziat odmian aromatycznych i goryczkowych chmielu w strukturze nasadzen na $wiecie
w latach 2012-2021
Zrédho: opracowanie wiasne na podstawie: International Hop Growers’ Convention Economic
Commission Summary Reports 20122021 (7)
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Najwiekszy wplyw na $wiatowy rynek chmielu w ostatniej dekadzie miaty
przemiany, ktore dokonaty si¢ w USA. W latach 2012-2021 areal chmielu w tym
kraju podwoit sig, a strukture nasadzen zdominowaly odmiany aromatyczne (5). Sita
napedowa tych zmian byl dynamiczny rozwdj matych browaréw rzemieslniczych.
W latach 2012-2021 liczba takich browarow w USA wzrosta blisko czterokrotnie,
72475 w2012 1. do 9118 w 2021 1. (2). Sukces rynkowy browarow rzemieslniczych
opiera si¢ na bogatej ofercie piw wysokiej jakosci o wyrafinowanym smaku i niepo-
wtarzalnym charakterze, produkowanych z wykorzystaniem duzych dawek chmielu,
glownie odmian aromatycznych. Rozwdj sektora browarow rzemieslniczych zwigkszyt
znaczaco zapotrzebowanie na odmiany typu aromatycznego zaréwno te klasyczne
o szlachetnym chmielowym aromacie, jak i odmiany smakowe (ang. flavor hops)
charakteryzujace si¢ specyficznym profilem aromatycznym wzbogaconym o nuty
nietypowe dla chmielu, np. kwiatowe czy owocowe. Odpowiadajgc na zapotrzebo-
wanie rynku, Amerykanie intensywnie zwickszali powierzchni¢ uprawy odmian
aromatycznych (rys. 4). W latach 2012-2016 ich areat wzrastat o 25-30% rocznie.
Po roku 2016 intensywnos$¢ nasadzen odmian aromatycznych zmniejszyla si¢ do
kilku procent rocznie, ale biorac pod uwage calg dekade (2012-2021), powierzchnia
uprawy odmian aromatycznych w USA wzrosta o 14 507 ha (7). Wptyneto to w spo-
sob znaczacy na strukture odmianowg nasadzen. O ile w 2012 r. w uprawie chmielu
w USA przewazaly odmiany goryczkowe, a aromatyczne zajmowaty tylko 48,8%
areatu, to w 2021 r. udziat odmian aromatycznych wzrést do 81,3% (7). USA sa obecnie
najwiekszym producentem chmielu aromatycznego. Wielko$¢ produkcji w 2021 r.
oszacowano na 38,7 tys. ton, co stanowito okoto 50% surowca typu aromatycznego
wyprodukowanego na §wiecie (7).

Mimo bardzo duzego wzrostu powierzchni uprawy chmielu w USA, nadal wiek-
szo$¢, tj. okolo 52%, $wiatowego areatu chmielu skoncentrowana jest w Europie,
gdzie dominujaca role odgrywaja Niemcy (tab. 2). W latach 2012-2020 przybyto
tam 3 578 ha chmielu (+20,9%), co stanowi areatl dwukrotnie wigkszy, niz np. po-
wierzchnia uprawy chmielu w Polsce w 2020 r. Skutkiem tak znacznego wzrostu byto
umocnienie Niemiec na pozycji lidera w uprawie chmielu w Europie i zwigkszenie
udziatu tego kraju w europejskim areale chmielu z 60,5% w roku 2012 do 63,2%
w 2020 r. (1). W omawianym okresie (2012-2020) znaczacy wzrost powierzch-
ni uprawy chmielu odnotowano rowniez w Republice Czeskiej (600 ha), a takze
w Stowenii i Polsce (odpowiednio 320 ha oraz 248 ha) (tab. 2). Niestety w tym samym
czasie w Wielkiej Brytanii powierzchnia uprawy chmielu zmniejszyta si¢ o 186 ha,
co oznaczato spadek o 17,6%. Bardzo drastyczne ograniczenie uprawy chmielu na-
stapito rowniez w Stowacji (spadek z 214 ha do zaledwie 38 ha) i Bulgarii (spadek
ze 150 ha do 33 ha), a takze w Turcji (spadek z 348 ha do 202 ha) (1).
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Rys. 4. Dynamika wzrostu powierzchni uprawy odmian aromatycznych i goryczkowych chmielu

w USA w latach 2012-2021

Zréodto: opracowanie whasne na podstawie International Hop Growers’ Convention Economic Commission
Summary Reports 2012-2021 (7)

Tabela 2
Dynamika zmian powierzchni uprawy chmielu w Europie w latach 2012-2020
Kraj Powierzchnia uprawy (ha) Roznica migdzy latami 2012-2020
2012 . 2020 r. ha %
Niemcy 17128 20706 3578 +20,9
Rep. Czeska 4366 4966 600 +13,7
Polska 1510 1758 248 +16,4
Stowenia 1160 1480 320 +27,6
Wielka Bryt. 1054 868 —-186 -17,6
Hiszpania 541 562 21 +3,9
Francja 439 500 61 +13,9
Pozostate kraje 2132 1921 211 -9.9
Razem Europa 28330 32761 4431 +15,6

Zrédto: opracowanie whasne na podstawie BarthHaas Report, Hops 2012/2013 i 2020/2021 (1)

Glowny wptyw na europejski sektor uprawy chmielu ma sytuacja u najwigkszego
producenta w Europie, czyli w Niemczech. Mimo znaczacego wzrostu powierzchni
uprawy w tym kraju nie obserwowano wigkszych zmian w strukturze odmianowe;j
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nasadzen. Udzial odmian aromatycznych i goryczkowych utrzymywat si¢ w ostatnim
dziesigcioleciu na zblizonym poziomie, tj. okolo 56% arealu zajmowaly odmiany
aromatyczne, a 44% goryczkowe (rys. 5).
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Rys. 5. Dynamika nasadzen odmian aromatycznych i goryczkowych chmielu w Niemczech
w latach 2012-2021
Zrodto: opracowanie wiasne na podstawie International Hop Growers’ Convention Economic Commission
Summary Reports 2012-2021 (7)

Produkcja szyszek

Wielko$¢ produkceji szyszek chmielowych jest wypadkowa powierzchni uprawy
oraz plonu. Z uwagi na to, ze plon chmielu w duzym stopniu zalezy od warunkow
pogodowych w sezonie wegetacyjnym, podlega on do$¢ znacznym wahaniom
w poszczegolnych latach. Srednie plony chmielu na §wiecie w latach 2012-2021 wa-
haty si¢ od 1 692 kg-ha! w 2015 r. do 2 099 kg-ha! w 2019 r., przy sredniej dla catej
dekady na poziomie 1 937 kg-ha! (6). W catym rozpatrywanym okresie widoczny
jest wyrazny trend wzrostowy §wiatowej produkcji chmielu (rys. 6). Wedtug danych
firmy Hopsteiner (6) w latach 2012-2021 produkcja chmielu na $wiecie zwickszyta
si¢ 047,1%. Wynika to w gldownej mierze ze wzrostu powierzchni uprawy, ale rowniez
z postepu biologicznego wyrazajacego si¢ poprawa potencjatu plonowania nowych
odmian chmielu wprowadzanych do uprawy.
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Rys. 6. Wielko$¢ produkeji chmielu na $wiecie w latach 2012—-2021

Zrodlo: opracowanie wiasne na podstawie Hopsteiner Committed to the Brewer, Guidelines for Hop
Buying 2012-2021 (6)

W latach 2012-2021 $redni plon odmian aromatycznych ksztattowal si¢ na
poziomie 1 734 kg-ha'!, natomiast goryczkowych byt wyzszy o 44,6% i wynosit
2 508 kg-ha!' (7). W analizowanym okresie obserwowano systematyczny wzrost
plonowania zar6bwno w przypadku odmian aromatycznych, jak i goryczkowych
(rys. 7). W roku 2012 $redni plon odmian aromatycznych chmielu na $wiecie wynosit
1 602 kg-ha!, podczas gdy w roku 2021 byt o blisko 16% wigkszy, tj. osiagnat po-
ziom 1 856 kg-ha!. W przypadku odmian goryczkowych przecietne plony wzrosty
z2 234 kg-ha' do 2 642 kg-ha', tj. o ponad 18%.

Wzrost udziatu odmian aromatycznych chmielu w strukturze nasadzen spowodo-
wat réwniez zwigkszenie roli tego typu odmian w produkcji surowca. Wedlug da-
nych Miedzynarodowej Organizacji Producentow Chmielu (IHGC) w 2012 r. chmiel
aromatyczny stanowit tylko 44,8% $wiatowej produkcji, podczas gdy w roku 2021
byto to juz 60,5% (7).

Z uwagi na to, ze ponad 90% $wiatowej produkcji chmielu skoncentrowane jest
w Europie i Ameryce Péinocnej, zmiany, ktore dokonuja si¢ na tych dwoch konty-
nentach w najwigkszym stopniu rzutujg na caty $wiatowy rynek chmielu. W ostatniej
dekadzie (2012-2021) liderem $wiatowej produkcji chmielu byta Europa. Pomimo
ze produkcja chmielu na tym kontynencie wzrosta w omawianym okresie o ponad
18 tys. ton, to jego udzial w $wiatowym rynku chmielu zmniejszyt si¢ z 55,3% do
51,7% (tab. 3). Wynikato to gtéwnie ze wzmocnienia pozycji Ameryki Potnocnej,
ktorej udzial w $wiatowej produkcji chmielu wzrést z 32,1% w roku 2012 do 40,2%
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w 2021 r. Kontynentami, ktore w ostatniej dekadzie stracity na znaczeniu, jesli chodzi
o produkcje chmielu, sa: Azja, ktorej udzial w swiatowym rynku chmielu zmniejszyt
sie 2 9,1% w 2012 r. do 5,0% w 2021, a takze Afryka (tab. 3).
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Rys. 7. Srednie plony aromatycznych i goryczkowych odmian chmielu na $wiecie
w latach 2012-2021

Zrodto: opracowanie whasne na podstawie International Hop Growers’ Convention Economic Commission
Summary Reports 2012-2021 (7)

Tabela 3
Udziat poszczegdlnych kontynentow w produkcji chmielu na §wiecie w 2012 r. 1 2021 .
2012 2021"
Kontynent produkcja udziat . produkcja udziat )
chmielu () W produkeji chmielu (t) W produkeji
swiatowej (%) swiatowej (%)

Europa 47912 55,3 65914 51,7
Ameryka Pn. 27782 32,1 51302 40,2
Ameryka Pd. 281 0,3 268 0,2
Azja 7 893 9,1 6302 5,0
Afryka 1003 1,2 739 0,6
Australia i Oceania 1786 2,0 2954 2,3
Swiat 86 657 100 127 479 100

*dane szacunkowe

Zrodto: opracowanie wiasne na podstawie Guidelines for Hop Buying 2012-2021. Hopsteiner Committed
to the Brewer (6)
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Chmiel jest produkowany w kilkunastu europejskich krajach, z wyjatkiem tych
wysunietych najdalej na pdinoc i poludnie kontynentu. Jednak najdogodniejsze
warunki do uprawy wystepuja w srodkowej cze$ci Europy i tam zlokalizowana jest
wigkszos¢ produkcji. Najwiekszym producentem chmielu w Europie sg Niemcy,
ktorych udzial w europejskiej produkcji chmielu utrzymuje si¢ na poziomie okoto
72% (tab. 4). W roku 2021 produkcja chmielu w Niemczech byla o 37,6% wyzsza
w poréwnaniu z rokiem 2012. Wzrost ten wynikat zarowno ze wzrostu powierzchni
uprawy o ponad 20%, jak rowniez z wprowadzenia do uprawy i zwigkszenia udzialu
w strukturze nasadzen nowych, wysokoplonujacych odmian, takich jak Herkules.
Wedtug danych firmy BarthHaas (1) w 2012 r. odmiana Herkules w Niemczech
byla uprawiana na powierzchni 2 642 ha, co stanowito 15,4% catego areatu chmie-
lu w tym kraju, natomiast w 2020 r. powierzchnia uprawy tej odmiany wzrosta
do 6 717 ha, a jej udzial w areale zwigkszyt si¢ do 32,4%.

Do krajow, ktore w ostatniej dekadzie zwigkszyly swoj udziat w produkcji chmielu
w Europie naleza rowniez Republika Czeska oraz Polska (tab. 4). Sposrod wigkszych
producentéw chmielu w Europie najbardziej na znaczeniu stracita Wielka Brytania,
ktorej udziat w europejskiej produkcji spadt z 3% w 2012 r. do 1,3% w 2021 r.

Tabela 4
Udziat poszczegdlnych krajow w produkcji chmielu w Europie w latach 2012 i 2021
2012 2021°
Kraj produkcija udzial .. produkcja udzial ..
chmielu (1) W produkeji chmielu (¢) W produkeji
europejskiej (%) europejskiej (%)

Niemcy 34475 72,0 47435 72,0
Rep. Czeska 4338 9,0 8481 12,9
Polska 1818 3.8 3250 4,9
Stowenia 1560 3.3 1718 2,6
Wielka Bryt. 1459 3,0 835 1,3
Hiszpania 1028 2,1 940 1,4
Francja 752 1,6 1025 1,5
Pozostate kraje 2482 5,2 2230 34
Razem Europa 47912 100 65914 100

*dane szacunkowe

Zrédto: opracowanie wiasne na podstawie Guidelines for Hop Buying 2012-2021. Hopsteiner Committed

to the Brewer (6)

Produkcja alfa kwaséw

Glownym odbiorcag surowca chmielowego jest przemyst piwowarski, ktory wy-
korzystuje na swoje potrzeby ponad 90% S$wiatowej produkcji. Zapotrzebowanie na
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chmiel szacowane jest na podstawie wielkosci produkcji piwa oraz produkcji alfa
kwasow, ktore z punktu widzenia przemystu piwowarskiego sa najwazniejszymi
metabolitami wystepujacymi w szyszkach chmielowych. Produkcja alfa kwasow jest
wypadkowa produkcji szyszek oraz zawartosci tych zwigzkow w surowcu. Zawartosé
alfa kwasow w szyszkach poszczegdlnych odmian chmielu jest uwarunkowana gene-
tycznie, ale w duzym stopniu jest tez modyfikowana przez warunki uprawy (8, 9, 11).
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Rys. 8. Produkcja alfa kwasoéw na $wiecie w latach 2012-2021 z uwzglednieniem aromatycznych
i goryczkowych odmian chmielu

Zrodto: opracowanie wiasne na podstawie Guidelines for Hop Buying 2012-2021. Hopsteiner Committed
to the Brewer (6)

W ostatniej dekadzie obserwowano wyrazny trend wzrostowy produkcji alfa
kwasow w skali §wiata, szczegdlnie wyraznie zaznaczyt si¢ on w latach 2016-2021
(rys. 8). O ile w latach 20122015 $rednia produkcja alfa kwasow na $wiecie ksztat-
towata si¢ na poziomie 7 588 ton, to w kolejnych latach (2016-2021) wzrosta $rednio
do 10 788 ton, a wigc o ponad 40% (6).

W analizowanym okresie zmienit si¢ rowniez udzial odmian aromatycznych
i goryczkowych w produkcji alfa kwasow. W roku 2012 blisko 73% alfa kwasow
wyprodukowanych na $wiecie pochodzito z odmian goryczkowych, a jedynie nieco
ponad 27% z aromatycznych (rys. 8). Wprawdzie areal obu typéw odmian byt w tym
czasie zblizony, ale odmiany goryczkowe chmielu charakteryzujg si¢ zdecydowanie
wyzszg zawarto$cig alfa kwasow w pordwnaniu z aromatycznymi, co bylo przyczyna
obserwowanych dysproporcji w produkcji alfa kwasow. Jednak zwigkszenie areatu
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odmian aromatycznych chmielu, ktére miato miejsce w ostatniej dekadzie, przyczy-
nito si¢ rowniez do wzrostu udziatu tych odmian w produkcji alfa kwasow. W roku
2021 udziat odmian aromatycznych w produkcji alfa kwaséw wzrdst do 44,3% (6).

Popyt na alfa kwasy na $wiecie jest ksztalttowany przez przemyst piwowarski
i zalezy w duzej mierze od wielko$ci produkcji oraz dawki alfa kwasow stosowanej
do chmielenia piwa.

Produkcja piwa na $wiecie po bardzo dynamicznych wzrostach, ktore miaty
miejsce w pierwszej dekadzie XXI wieku (10), ustabilizowata si¢ na poziomie oko-
fo 1 960 min hektolitrow rocznie, a od roku 2016 zmniejszata si¢ systematycznie
(rys. 9). Poczatkowo byly to niewielkie spadki w granicach 10 mln hl rocznie, co
w skali calego §wiata stanowito okoto 0,5%. W 2018 r. odnotowano spadek o blisko
40 mln hl, spowodowany przede wszystkim zmniejszeniem produkcji w Chinach
i USA, ktore sg najwickszymi producentami piwa na $§wiecie. Niestety pandemia
COVID-19 pogtebita trend spadkowy. W 2020 r. odnotowano spadek produkcji piwa
o ponad 90 mln hl, a wiec o blisko 5% (1). Najwieksza recesje w sektorze piwowar-
skim zaobserwowano w Azji (—10%), Afryce (-6,5%) oraz w Europie (-5,5%) (1).
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Rys. 9. Produkcja piwa na $§wiecie w latach 2012-2022
Zrodto: opracowanie wlasne na podstawie Barth-Haas Report. Hops 2013/2014-2020/2021 (1)

Dekoniunktura na rynku piwa na $wiecie nie wpltyne¢ta znaczgco na zmniejsze-
nie zapotrzebowania na alfa kwasy. Wprost przeciwnie, w ostatniej dekadzie popyt
generowany przez przemyst piwowarski wykazywal nawet lekki trend wzrostowy
(rys. 10). Przyczyna byt staly i bardzo dynamiczny wzrost dawki alfa kwasow sto-
sowanej do chmielenia piwa. Wedug danych Hopsteiner (6) dawka alfa kwasow
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w piwie w 2012 r. ksztattowata si¢ na poziomie 4,2 g-hl™!, podczas gdy w roku 2021
byto to juz 4,9 g-hl™! (rys. 10). Inne zrodta (1) wskazuja na jeszcze wiekszy wzrost
dawki alfa kwaséw, w granicach 4,5-5,9 g-hl"'. Mimo to zapotrzebowanie na alfa
kwasy ro$nie wolniej niz ich produkcja. Od 2016 r. podaz alfa kwasdéw na Swiatowym
rynku przewyzsza popyt i sytuacja ta poglebia si¢ z kazdym rokiem. O ile w 2016 1.
nadprodukcja wynosita zaledwie 426 t, to w roku 2021 bylo to juz 3 325 t (rys. 10).
Jest to ilo$¢, ktéra niemal dziesieciokrotnie przekracza $rednig roczng produkcje alfa
kwasow w Polsce. Szacuje si¢, ze obecne zapasy chmielu na §wiecie sg wystarcza-
jace do zabezpieczenia produkcji piwa przez 1,5 roku (6). Konsekwencjg rosngcych
zapasoOw jest zmniejszenie popytu zar6wno na surowiec, jak i produkty chmielowe.
Odbija si¢ to na cenach chmielu, przede wszystkim tego sprzedawanego na wolnym
rynku poza dtugoterminowymi kontraktami. Wedtug danych Komisji Europejskiej
(4) ceny chmielu wolnorynkowego w Europie w 2020 r. spadty az o 33% w stosunku
do roku 2019. Powrot do rownowagi bedzie si¢ prawdopodobnie wigzal ze zmniej-
szeniem §wiatowego arealu chmielu. Na razie, w skali $wiata, powierzchnia uprawy
chmielu systematycznie ro$nie, chociaz dynamika wzrostu jest obecnie mniejsza niz
na poczatku omawianej dekady. Sg jednak rejony, jak na przyktad Azja czy Europa,
gdzie w ostatnich latach obserwuje si¢ zmniejszanie powierzchni uprawy chmielu.
Skala tego zjawiska jest na razie niewielka, co wynika gléwnie z faktu, ze sprzedaz
chmielu jest objeta w duzej mierze dlugoterminowymi kontraktami, ktoére zabezpie-
czaja plantatoréw przed gwattownymi wahaniami koniunktury.
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Rys. 10. Produkcja oraz zapotrzebowanie na alfa kwasy na $wiecie

Zrédto: opracowanie wiasne na podstawie Guidelines for Hop Buying 2012-2021. Hopsteiner Committed
to the Brewer (6)
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Produkcja chmielu w Polsce

Polska jest jednym z wigkszych producentow chmielu na $wiecie, ale ze wzgledu
na specyfike tego sektora, zdominowanego przez USA i Niemcy, udzial naszego
kraju w §wiatowym rynku chmielu jest niewielki (tab. 5). Wedtug danych Miedzy-
narodowej Organizacji Producentéw Chmielu (7) w ostatniej dekadzie udziat Polski
w $wiatowym areale chmielu wahat si¢ od 3,28% w 2012 r. do 2,68% w 2017 r.,
przy sredniej dla catego rozpatrywanego okresu na poziomie 2,89%. Udzial Polski
w $wiatowej produkcji chmielu i w produkcji alfa kwasow byl jeszcze mniejszy
i wynosit odpowiednio: 2,63% i 2,25%.

Tabela 5
Udzial Polski w $§wiatowym rynku chmielu w latach 2012-20121

2012 | 2013 | 2014 | 2015 | 2016 | 2017 | 2018 | 2019 | 2020 | 2021" | Srednio

Udziat Polski
w §wiatowym 3,28 | 3,07 | 3,00 | 2,86 | 2,70 | 2,68 | 2,76 | 2,87 | 2,83 | 2,81 | 2,89
areale (%)
Udziat Polski

w Swiatowej
produkcji chmielu
(%)

Udziat Polski

w §wiatowej
produkcji alfa
kwasow (%)

2,121 2,94 | 2,17 | 2,60 | 2,80 | 2,52 | 2,70 | 2,89 | 2,96 | 2,62 | 2,63

1,88 | 2,60 | 1,76 | 2,28 | 2,47 | 2,14 | 2,41 | 2,39 | 2,56 | 2,03 | 2,25

*dane szacunkowe

Zrodto: opracowanie whasne na podstawie International Hop Growers’ Convention Economic Commission
Summary Reports 2012-2021 (7)

W 2021 r. chmiel w Polsce uprawiano na powierzchni 1 758,45 ha, a plantacje byty
zlokalizowane w dziewigciu wojewddztwach (tab. 6). Najwigksza koncentracja uprawy
chmielu wystepuje w wojewodztwie lubelskim. Dominacja tego rejonu jest bardzo
duza, bowiem zlokalizowane jest tu 84% catego polskiego areatu chmielu, a uprawe
prowadzi az 625 plantatorow, co stanowi 94% wszystkich producentéw chmielu
w Polsce. Srednia powierzchnia plantacji chmielu w Polsce jest niewielka, bowiem
nie przekracza 3 ha, ale dane Inspekcji Jakosci Handlowej Artykutow Rolno-Spozyw-
czych wskazuja na utrzymujacy si¢ od wielu lat powolny, ale staty trend wzrostowy.
W ostatniej dekadzie $rednia powierzchnia plantacji wzrosta z 2,30 ha w 2012 r. do
2,65 haw 2021 r. Najwieksze pod wzgledem obszarowym plantacje chmielu znajduja
si¢ w wojewodztwach opolskim i wielkopolskim, natomiast najbardziej rozdrobniona
jest uprawa chmielu w wojewddztwach §wigtokrzyskim i lubelskim (tab. 6).
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Tabela 6
Rozmieszczenie uprawy chmielu w Polsce w 2021 r.
., Powierzchnia Udziat w ogélnym Liczba, S?ednia .

Wojewddztwo uprawy chmielu (ha) arcale (%) produgentow pow1erzuchn1a

chmielu plantacji (ha)
Dolnoslgskie 5,88 0,33 1 5,88
Opolskie 14,10 0,80 1 14,10
Slaskie 1,15 0,07 1 1,15
Wielkopolskie 158,66 9,02 22 7,21
Kujawsko-pomorskie 9,60 0,55 2 4.8
Lubelskie 1530,52 87,04 625 2,45
Mazowieckie 22,01 1,25 6 3,67
Podkarpackie 14,14 0,80 4 3,54
Swigtokrzyskie 2,39 0,14 2 1,20
Razem 1758,45 100 664 2,65

Zrédlo: opracowanie wlasne na podstawie danych Inspekcji Jakosci Handlowej Artykutow Rolno-
-Spozywczych za 2021 r.

W analizowanej dekadzie (2012-2021) powierzchnia uprawy chmielu w Polsce
wahata si¢ od 1 407 ha w 2013 r. do 1 762 ha w 2019 r., przy $redniej za caty okres
1 576 ha. Najwicksze wzrosty arealu, o 5-7% rocznie, obserwowano w latach
20172019 (rys. 11). Od 2019 . powierzchnia uprawy chmielu w Polsce ustabilizowata
si¢ na poziome okoto 1 760 ha. Duze zmiany obserwowano rowniez w strukturze
odmianowej. Wprawdzie w calym analizowanym okresie dominowaty w uprawie
odmiany goryczkowe, ale ich udziat wahat si¢ od 69% w 2012 r. do 57% w latach
2015-2016. O ile w pierwszej potowie omawianej dekady obserwowano systema-
tyczny spadek powierzchni uprawy odmian goryczkowych przy jednoczesnym wzro-
Scie arealu odmian aromatycznych, to w ostatnich latach tendencja ta odwrocita si¢
(rys. 11). W konsekwencji, w 2021 r. struktura odmianowa nasadzen chmielu w Pol-
sce byta bardzo zblizona do tej z 2012 r., tj. odmiany goryczkowe zajmowaty 68%,
aaromatyczne 32% areatu. Zmiany, jakie zachodzily w ostatniej dekadzie w strukturze
nasadzen, wynikaly przede wszystkim z preferencji odbiorcow surowca oraz z sytu-
acji na rynku $wiatowym. Znaczacy wzrost arealu odmian aromatycznych w latach
20152016, szczegodlnie w USA, zaspokoit potrzeby rynku, a nawet doprowadzit do
nadprodukcji surowca z tego typu odmian. Konsekwencja byto zmniejszenie popytu.
Sektor uprawy chmielu w Polsce do$¢ szybko zareagowal na te sytuacje poprzez
systematyczne zwigkszanie powierzchni uprawy odmian goryczkowych, ktore ma
miejsce juz od 2017 r.
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Rys. 11. Powierzchnia uprawy chmielu w Polsce w latach 2012-2021

Zrodlo: opracowanie wlasne na podstawie raportow KE 2012-2020 (4) oraz danych Inspekcji Jakosci
Handlowej Artykutéw Rolno-Spozywczych

W ostatniej dekadzie zmienit si¢ rowniez asortyment uprawianych odmian chmielu
(tab. 7). Liczba odmian pozostajagcych w uprawie wzrostaz9 w2012 r. do 23 w 2021 r.
Do uprawy wprowadzono dwie odmiany wyhodowane w IUNG-PIB, tj. Putawski
i Magnat. Szczegdlnie ta ostatnia, w typie goryczkowym, zyskata duze uznanie, bo-
wiem jej areat w ciggu o$miu lat wzrést do ponad 200 ha. W poszukiwaniu ciekawych
1 oryginalnych nut smakowo-zapachowych surowca, gtownie na potrzeby browarow
lokalnych i rzemie$lniczych, siggnigto po troche zapomniane juz odmiany polskie,
takie jak: Izabella, Oktawia, Ksigzg¢cy, Nadwislanski czy Tomyski, ale rtOwniez wpro-
wadzono do uprawy odmiany amerykanskie (Cascade, Centennial, Chinook, Crystal,
Nugett, Willamette), a nawet francuska odmiane¢ Triskel. Odmiany te sa uprawiane
na niewielka skalg, na powierzchniach nieprzekraczajacych kilku hektarow, czesto
jedynie przez pojedynczych producentow.
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Tabela 7
Powierzchnia uprawy poszczegodlnych odmian chmielu w Polsce w latach 20122021
Powierzchnia uprawy (ha) Roznica
Odmiana rlnaltzdn?
chmielu 2012 | 2013 | 2014 | 2015 | 2016 | 2017 | 2018 | 2019 | 2020 | 2021 2012-2021
(ha)
Odmiany goryczkowe
Marynka 462,9 |338,2302,5(294,5(273,0|273,1|310,5|338,5|334,5|331,8| -131,1
;*:;ﬁ:er 510,2|499,6 | 501,7[495,5 |494,0 | 520,2| 556,7 | 604,3 | 629,7[639,1|  +28,9
Tunga 57 138 | 40|50 48|97 |120]120] 70 | 96 +3.9
Taurus 10,0 | 3,7 | 89 | 82 | 6,7 | 7,7 | 3,7 | 53 | 42 | 1,6 -8,4
Magnat - - 0,45 | 13,6 | 61,7 [102,3]125,9|140,8 | 156,4 | 202,6
Izabella - - - -l o1 | o404 04 04|04
Chinook - - - - 2,1 | 20 | 2,2 | 3,1 [391] 3,8
Oktawia - - - - 05 | 08 | 22 | 40 | 48 | 44
Nugget 0,4 0,4 0,4
Zula 1,2 1,9 1,9 1,5
Odmiany aromatyczne
Lubelski 296,6 [ 318,8 |368,6|383,8414,9(419,3|404,5|389,2(359,2|324,8 +28,2
Lomik 74 | 46 | 3,8 | 41 | 3,1 (28 |27 ] 33| 08|05 —6,9
Perle 88,2 | 62,7 | 61,9 | 61,1 | 49,1 | 48,8 | 44,1 | 62,0 | 72,1 | 63,7 -24,5
Sybilla 48,3 | 49,1 | 70,7 | 77,1 | 84,8 | 98,5 [109,5|108,2| 99,4 | 90,3 +42.,0
?ra;(lﬁggzer 79,1 | 744 | 80,0 | 77,7 | 73,1 | 704 | 613 | 632 | 563 | 61,4 | 177
Putawski - - - 03 | 32 ] 67| 65| 65| 61 | 48
Cascade - - - 0,3 3,6 9,8 | 11,4 | 10,1 | 10,0 | 9,6
Tomyski 0,9 1,2 1,4 1,4
Zatecki 25 | 32 | 40 | 3,8
Willamette 0,4 0,9 0,9 0,4
Centennial 0,7 0,7 0,5 0,4
Ksigzecy 0,1 0,5 | 04
Triskel 1,4 1,6 1,4 -
Nadwislanski - 0,2 -
Crystal 0,1 0,1

Zrodto: opracowanie wlasne na podstawie raportow Inspekcji Jakosci Handlowej Artykutow Rolno-

-Spozywczych

W Polsce produkuje si¢ $rednio okoto 2 700 t szyszek chmielowych rocznie, co
stanowi 2,5% $wiatowej produkcji chmielu. W ostatniej dekadzie obserwowano dosé
duze zréznicowanie wielkosci produkeji wynikajace gtdéwnie z wptywu warunkow
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pogodowych na plonowanie ro$lin, ale rowniez ze zmian areatu oraz asortymentu
uprawianych odmian. Przecigtny plon chmielu w analizowanym okresie wynosit
1,84 t-ha!, ale wahat si¢ on od 1,29 t-ha”'w 2012 r. do 2,18 t-ha'w 2016 r. (tab. 8).
Odmiany goryczkowe dawaty plon o blisko 25% wigkszy w poroéwnaniu z aroma-
tycznymi, co jest ich cechg charakterystyczna. Konsekwencja wyzszego potencjatu
plonowania oraz wigkszego udziatu odmian goryczkowych w strukturze nasadzen
jest znaczaca przewaga tych odmian w produkcji surowca. Biorac pod uwagg $rednia
za lata 2012-2021, surowiec z odmian goryczkowych stanowit 67% catej produkecji
chmielu w Polsce (tab. 8).

Tabela 8
Wielko$¢ produkeji oraz plonowanie odmian aromatycznych i goryczkowych chmielu w Polsce
w latach 2012-2021

Wskaznik |Typ odmiany|2012 {2013 (2014 |2015{2016|2017|2018|2019 {2020 |2021

Srednia
20122021

aromatyczne | 557 | 793 | 784 | 826 [1118|1072|1086|1134| 811 | 851 | 903

Wielkosé
produkeji | goryezkowe | 1261 | 1628 | 1288|1416 | 1926 | 1876 | 2082 | 2416 | 2217 |2257| 1837
® ogolem | 1818 | 2421|2072 | 2242 | 3044 | 2948 | 3168 | 3550 | 3028 | 3108 | 2740
aromatyczne | 1,28 | 1,73 | 1,52 | 1,44 | 1,86 | 1,72 | 1,71 | 1,78 | 1,36 | 1,54 | 1,59
gﬁ’f;?};’anie goryczkowe | 1,24 | 1,90 | 1,59 | 1,79 | 2,42 | 2,21 [ 2,20 | 2,37 [ 2,06 | 1,98 | 1,98

ogélem | 1,29 | 1,86 | 1,59 | 1,64 | 2,18 | 2,01 | 2,00 | 2,14 | 1,81 | 1,84 | 1,84

Zrodto: opracowanie wlasne na podstawie raportow KE 2012-2020 (4) oraz danych Inspekcji Jakosci
Handlowej Artykutléw Rolno-Spozywczych

Dominacja odmian goryczkowych jest jeszcze bardziej widoczna, jesli wezmiemy
pod uwagg produkcje alfa kwasdéw, bowiem odmiany goryczkowe charakteryzuja si¢
nie tylko wyzszym plonowaniem, ale rowniez wickszg zawarto$cia tych sktadnikow
w szyszkach w porownaniu z odmianami aromatycznymi. W latach 2012-2021 $rednia
zawarto$¢ alfa kwasow w szyszkach odmian goryczkowych i aromatycznych ksztat-
towata si¢ na poziomie odpowiednio: 10,7% 1 4,4%. W konsekwencji ponad 82%
alfa kwasow wyprodukowanych w Polsce pochodzi z uprawy odmian goryczkowych,
a jedynie 18% z odmian aromatycznych (tab. 9).
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Tabela 9
Produkcja alfa kwasow oraz $rednia zawartos$¢ tych substancji w szyszkach odmian aromatycznych
i goryczkowych chmielu w Polsce w latach 2012-2020

Wskaznik | Typ odmiany| 2012 | 2013 | 2014 | 2015 | 2016 | 2017 | 2018 | 2019 | 2020

Srednia
20122020

Srednia aromatyczne | 4,7| 48| 40| 38| 42| 44| 3.6| 48| 53 4,4
zawartos¢
alfa kwasow
(%) Srednia 93| 86| 80| 74| 86| 84| 88| 84| 94 8,5

goryczkowe | 11,3| 10,5 10,4| 9,6| 11,1| 10,5| 11,5| 10,3| 11,1 10,7

. aromatyczne | 24,9| 37,9| 30,8| 31,0| 47,4| 48,0 41,0 62,0| 58,0 42,3
Produkcja

alfa kwasow | goryczkowe | 139,8 | 168,8 | 131,8|136,0(214,7[201,0|239,0|255,0 (283,0| 196,6
®

ogolem |164,6|206,7|162,5|167,0|262,0|248,0 (280,0 |317,0 |341,0| 238,8

Zrodho: opracowanie wiasne na podstawie raportow KE 2012-2020 (4)

Wigkszos$¢ chmielu wyprodukowanego w Polsce trafia na rynek $wiatowy, gdzie
wraz z chmielem wyprodukowanym w innych krajach jest wykorzystywany gtow-
nie przez przemyst piwowarski. Branza piwowarska w ostatnich latach odnotowuje
spadki produkcji, a kryzysowa sytuacje¢ pogltebita pandemia COVID-19. W 2020 r.
konsumpcja piwa w krajach Unii Europejskiej zmniejszyta si¢ o blisko 8% w stosunku
do roku 2019 (3). W tym samym czasie produkcja spadta o 6%. Podobne tenden-
cje obserwowano w Polsce, gdzie w 2020 r. konsumpcja piwa osiggneta najnizsza
od 10 lat wartos¢, tj. 93,6 I na jednego mieszkanca, rownoczesnie o okoto 4% zmniej-
szyla si¢ produkcja piwa (12). Niestety, bardzo duze uzaleznienie produkcji chmielu
od przemystu piwowarskiego sprawia, ze problemy tej branzy dotykaja rowniez sektor
chmielarski. Wedlug danych Komisji Europejskiej (4) ceny kontraktowe chmielu
w Polsce w 2020 r. byty o 12,2% nizsze w porownaniu z rokiem 2019. W przypadku
cen wolnorynkowych roznica ta byta jeszcze wigksza i wynosita 25,2%. W 2020 r.
po raz pierwszy od wielu lat ceny wolnorynkowe chmielu w Polsce byly nizsze od
kontraktowych, a r6znica ksztattowata si¢ na poziomie 6%. Niepokojacy jest rowniez
znaczny wzrost ilosci chmielu, ktory nie znalazt nabywcy. O ile w 2019 r. chmiel
niesprzedany stanowit okoto 1,1% calego wyprodukowanego w Polsce, to w roku
2020 bylo to juz 3,9%. Obserwowane zmiany sg wynikiem zmniejszenia popytu na
surowiec. Niestety, dane dotyczace cen skupu chmielu publikowane przez MRiRW
(13) wskazuja, ze w 2021 r. ceny chmielu pozostawaty na poziomie zblizonym do
roku 2020, a w przypadku niektérych odmian, takich jak Marynka czy Sybilla,
odnotowano nawet spadek cen w granicach 6—7%. Analiza sytuacji na $wiatowym
rynku chmielu wskazuje na poglebiajacg si¢ od kilku lat nadprodukcje alfa kwasow,
dlatego nawet w obliczu prognozowanego wzrostu produkcji piwa wynikajacego
z zakonczenia pandemii nie nalezy spodziewac si¢ w najblizszej perspektywie radykal-
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nego zwigkszenia zapotrzebowania na surowiec chmielowy. Oznacza to zamrozenie,
anawet spadek cen skupu chmielu, co w potaczeniu z duzymi wzrostami cen srodkow
produkcji wptywac bedzie negatywnie na optacalnos$¢ produkcji chmielu.
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