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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,
NCPAH — aminohydrolaza N-karbamoiloputrescyny, AIH — iminohydrolaza agmatyny,

PMT — N-metylotransferaza putrescyny, MPO — oksydaza N-metyloputrescyny, AO — oksydaza
asparaginianowa, QS — syntaza kwasu chinolinowego, QTP — fosforybozylotransferaza
chinolinianowa, ADC — dekarboksylaza argininowa, ODC — dekarboksylaza ornityny, BBL — enzymy
mostka berberynowego, A622 — oksydoreduktazy, MATE1/2, NUP1 — transportery nikotyny

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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