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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$linach spowodowata zmniejszenie ekspresji
genoéw kodujacych syntaze chalkonowa (CHS HI), izomeraze chalkonowa (CHI),
3-hydroksylazg i 3’-hydroksylaze flawanonu (F3H i F3'H), syntazg flawanolu (FLS)
oraz O-metylotransferaze (OMTI).
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Zwigkszenie zawartosci prenyloflawonoidow i kwasow goryczkowych w trans-
genicznym chmielu z nadekspresja gendéw WRKYI i WDRI wskazuje na udzial bia-
ek WRKY1/WDR1 w stymulowaniu kompleksu MBW oraz enzymu OMT1 (22).
Oznaczenie poziomu ekspresji genéw za pomocg metody real-time PCR wykazato
znacznie wyzszg aktywno$¢ 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, WDRI1, WRKYI, MYB1, 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 M YB3 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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