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Gtoéwne alkaloidy tytoniu i hodowla w kierunku
ograniczania szkodliwych prekursorow nitrozoamin (TSNA)

»Aktualne kierunki i osiggniecia polskiej hodowli tytoniu”

Prezentacja w ramach realizacji zadania 1.5.2 rezerwy celowej budzetu panstwa MRiRW 2023
Instytut Uprawy Nawozenia i Gleboznawstwa — PIB, Putawy
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Alkaloidy - charakterystyka i wtasciwosci

To naturalnie wystepujgce w przyrodzie zwigzki organiczne, gtéwnie pochodzenia
roslinnego, charakteryzujgce sie obecnoscig jednego lub wiecej atomow azotu zazwyczaj
w pierscieniach heterocyklicznych. Wystepujg zarowno w postaci wolnych zasad,
rozpuszczalnych w wodzie soli kwasdw organicznych, estrow jak i w potgczeniu z taninami
czy cukrami.

Witasciwosci alkaloidow:

* wykazujg silne oddziatywanie na organizmy ludzkie i zwierzece, majg dziatanie
rozkurczowe, znieczulajgce, przeciwbdlowe, przeciwkaszlowe, przeciwreumatyczne,
z0fciopedne, przeciwzapalne i przeciwgorgczkowe

* niektore przejawiajg wtasciwosci antybakteryjne i przeciwgrzybicze

* petnig réwniez role ,,broni chemicznej” przed patogenami i szkodnikami

 odgrywajg role w detoksykacji szkodliwych czynnikobw poprzez metylowanie,
kondensacje i cyklizacje zwigzkdéw, ktdérych nagromadzenie w komadrkach prowadzi do
uszkodzenia rosliny.

e stanowig prekursory do produkcji biatek w roslinie

* biorg udziat w procesie formowania nasion

H4CO

H4CO

papaweryna strychnina
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NIKOTYNA
* bezbarwna oleista ciecz ciemniejgca na
powietrzu N
* niemal bezwonna ~ N = & N
e charakteryzuje sie dtugo utrzymujgcym sie ‘ | | |
ostrym smakiem X\ CH3 EN CH3
* temperatura wrzenia 246-247°C
nikotyna * rozpuszczalna w wiekszosci rozpuszczalnikéw R-(+)-Nicotine S-(-)-Nicotine
organicznych i w wodzie o temperaturze <60 °C izomery optyczne nikotyny

Jest zwigzkiem chemicznym o silnym dziataniu psychoaktywnym i uzalezniajgcym !!!
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Akumulacja nikotyny

* w fazie pgkowania i kwitnienia

* niejednakowa koncentracja w roslinie, najwieksza
wystepuje w gornych lisciach

* niejednakowa koncentracja w lisciu, najwieksza w
brzeznej czesci blaszki liSciowej, a najmniejsza u
podstawy i w koncowym fragmencie liscia

* duze ilosci zawiera skorka i miekisz ggbczasty lisci,
mniejsze ilosci miekisz palisadowy lisci

:{ Leaf (accumulation) l

Jasranndi Nic  wpltyw na produkcje i gromadzenie nikotyny zalezy od
wtasciwosci genetycznych odmian i przynaleznos¢ do
o typu uzytkowego
Nicotine Nic 4

Tip of leaf

Nicotine

30 mg g*
40 mg g”
50 mg g
60 mg g*
— 70mg g
== 80 mg g

Rozmieszczenie nikotyny w lisciach tytoniu

Nic :
€ Nic ‘
zrodto: Burton HR, Dye NK, Bush LP (1992) Distribution of tobacco
Ho
\ nitrate, nitrite, and alkaloids. Journal of Agricultural and Food Chemistry |
40: 1050-1055

constituents in tobacco leaf tissue. Tobacco-specific nitrosamines,
Root (biosynthesis) /
af

Model biosyntezy i transportu nikotyny w tytoniu

Zrodto: Shitan and Yakazaki (2013) Chapter nine- New Insights into the Transport Mechanisms in Base of le
Plant Vacuoles. International Review of Cell and Molecular Biology 305: 383-433
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Czynniki modyfikujgce kumulacje nikotyny w roslinie:

= temperatura

= nastonecznienie

= wilgotnosé gleby _ gl &

= zasobnosc gleby w sktadniki pokarmowe ~keb ' : 0 KiY ‘{;‘; trzne- Eggftéﬁwrfcﬂﬁgfnﬁrﬁnf

= stres biotyczny ‘

= rozstawa roslin na polu

= zabiegi agrotechniczne tj. usuwanie gtéwnego kwiatostanu
,oglawianie” i pedéw bocznych

= termin zbioru lisci

pzenia: rosll

https://zielonyogrodek.pl/dom- Lba ....... stin.
m|&zkan|u/5876 szkodniki-roslin-d:
rozpoznawanie-i-zWalczanie
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* bezbarwna, higroskopijna, oleista ciecz o lekkim
zapachu aminy, mniej ostrym niz zapach
nikotyny

e rozpuszczalna w wiekszosci rozpuszczalnikow
organicznych i w wodzie

* mniej lotna niz nikotyna

« dominuje forma R, ktéra w korzeniach stanowi S-nornikotyna R-nornikotyna
60-80%, a w lisciach 50-80% izomery optyczne nornikotyny (S- i R-)

Wtasciwosci nornikotyny
* uwalnia dopamine w mozgu przez co wzmacnia
dziatanie nikotyny i przyspiesza proces uzaleznienia

e jest prekursorem specyficznej dla tytoniu N- http/v‘m\ffi
nitrozonornikotyny (NNN) z grupy nitrozoamin (TSNA) drwalami-czyli-kilka-slow-0-p
odpowiedzialnych za powstawanie nowotworow

e zmienia profil lipidowy krwi przez co sprzyja rozwojowi -

miazdzycy i choroby wiencowej ,
* obniza poziom enzymow usuwajgcych wolne rodniki

~

MW.mp.pI/pacjént/choIesteroI/hiperchoIesterolemia/14121

6,lipidy-i-lipidogram
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Nornikotyna— synteza i akumulacja w roslinie

konwersja nikotyny w nornikotyne i powstawanie nitrozoamin tytoniowych

5 E D A N-nitrozonornikotyna
L.- -.:;_.‘.J',r’ : '_,f:{q]___r"'x::. 'r_.---‘:_w/-‘-‘ .
: Demethylation W Nitrosation v
Nicotine » Nornicotine » NNN
E4-ES5-E10 Noz' Tip of leaf
Nornicotine

0.3 mg g"’

Akumulacja nornikotyny 0.4 mg g

mtode siewki sg pozbawione nornikotyny 0.5mg g

. , - 0.6mgg"

nikotyna zgromadzona w komdrkach starszych roslin — 07mgg"

tytoniu  ulega przemianom  biochemicznym do “H08mgg’

nornikotyny

liscie dolne zawierajg najwieksze ilosci nornikotyny,
natomiast liscie Srodkowe sg mniej zasobne w ten
alkaloid

niejednakowe rozmieszczenie nornikotyny w lisciu
zawartos¢  nornikotyny  zalezy od  wifasciwosci
genetycznych odmian i przynaleznos¢ do typu
uzytkowego (odmiany Burley charakteryzujg sie wysokg
zawartoscig nornikotyny, natomiast odmiany Virginia
niskim poziomem tego alkaloidu

Y%

Base of leaf

Rozmieszczenie nikotyny w lisciach tytoniu zrédto:

Burton HR, Dye NK, Bush LP (1992) Distribution of tobacco constituents in tobacco leaf
tissue. Tobacco-specific nitrosamines, nitrate, nitrite, and alkaloids. Journal of
Agricultural and Food Chemistry 40: 1050-1055

hr



Nikotyna, nornikotyna — wyzwania dla hodowli tytoniu

World Health
Organization

W 2015 roku WHO opublikowata rekomendacje dotyczace
obnizenia stezenia nikotyny w krajance papierosowej do
poziomu 0,04 %. !!!

L
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Strategia ograniczania szkodliwych alkaloidéw w tytoniu
z wykorzystaniem prac hodowlanych i badan genetycznych

/

Klasyczna hodowla

= odpowiedni dobdr form rodzicielskich
do krzyzowania (tj. < 3% konwersiji
nikotyny do nornikotyny w formach
rodzicielskich) oraz selekcja osobnikow
wykazujacych niska zawartosc
niepozgdanych alkaloidow

= geny z rodziny CYP 450 regulujace
konwersje nikotyny, znajdujg sie w
niestabilnym locus w genomie
sprzyjajacym ich przemieszczaniu sie
€O sprzyja spontanicznemu pojawianiu
sie osobnikow przeksztatcajgcych
nikotyne w nornikotyne

T~

Hodowla mutacyjna
generowanie trwatych zmian w materiale
genetycznym z wykorzystaniem
czynnikdw chemicznych lub fizycznych
zmiany w  genach  warunkujacych
produkcje enzymdéw zaangazowanych w
szlak biosyntezy nikotyny i konwers;ji
nikotyny do nornikotyny
krzyzowanie linii zawierajagcych mutacje
pojedyncze w celu uzyskania kombinacji
mutacji w jednym osobniku
uzyskane w wyniku mutacji zmiany
genetyczne sg powszechnie akceptowane
przez spoteczenstwo

hr
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Strategia ograniczania szkodliwych alkaloidéw w tytoniu

z wykorzystaniem prac hodowlanych i badan genetycznych

/

Potranskrypcyjne wyciszanie genéw

wprowadzenie matych, syntetycznych
interferujgcych dwuniciowych fragmentéw RNA
(RNAi) homologicznych (antysensownych) do
genow endogennych co powoduje degradacje
(mMRNA) i wyciszenie ekspresji genu
endogennego np.: zahamowanie ekspres;ji
genow warunkujacych kondensacje pierscienia
pirolidyny i pirydyny zachodzacag podczas
finalnego etapu biosyntezy nikotyny

T~

Edytowanie genomu

narzedzie biologii molekularnej CRISPR-Cas (ang.
clustered regularly interspaced short palindromic
repeats - Cas)

precyzyjne wprowadzanie zmian genetycznych w
DNA komorkowym, bez wprowadzania obcych
genow

zmiany sekwencji nukleotydow DNA wybranego
genu przy pomocy kompleksu naprowadzajgcego
RNA i enzymu Cas9

‘.dreamstime.com/na rz%C4%99dzie-do-
gepuUACrispr-cas-genom

©) dreamstim

e.com

e
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Strategia ograniczania szkodliwych alkaloidow w tytoniu
z wykorzystaniem prac hodowlanych w IUNG-PIB Putawy

Materiat badawczy

Odmiany i linie hodowlane tytoniu w typie Virginia:
HTR2, Wentura, Sybilla, WGLB

Odmiany i linie hodowlane tytoniu w typie Burley:
TN9O, BPTN 151, BPTN 155, ZD2, TNSB1, TNSB4.

Metody
Doswiadczenie prowadzono w warunkach polowych.

Dojrzate liscie pojedynczych roslin tytoniu zbierano, a
nastepnie suszono powietrznie, po czym prowadzono
ocene zawartosci nikotyny i nornikotyny metodg GC/MS

Chromatograf gazowy (Agilent 7890A)
sprzezony z detektorem mas MS 5975C

Rosliny gromadzace nikotyne jako alkaloid elementarny uznano za , niekonwertery”, natomiast te, ktére znaczng czesc
nikotyny przeksztatcity w nornikotyne uznano za , konwertery”
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TUNG o st Strategia ograniczania szkodliwych alkaloidéw w tytoniu
z wykorzystaniem prac hodowlanych w IUNG-PIB Putawy
. . zawartos¢ nornikotyn
Stopien konwersiji (%) = 100 x — T
(zawartos¢ nikotyny+zawartos¢ nornikotyny)
Pojedyncze rosliny poszczegdlnych odmian i linii

hodowlanych wykazujgce najnizszy stopien konwers;ji
poddano samozapyleniu. Uzyskane nasiona wysiewano w
kolejnym roku, a dojrzate rosliny ponownie oceniono pod
wzgledem zawartosci alkaloidow gtéwnych i zdolnosci do
konwers;ji.

Proces selekcji prowadzono od 2014 do 2018 roku

L
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Typ tytoniu Zawartos¢ alkaloidow / m 2015 m 2017 m
linia Konwersja

TN 90 Nikotyna (%) 1,16 2,28 1,56 1,00 1,73
Nornikotyna (%) 0,06 0,07 0,06 0,09 0,08
Nikotyna (%) 1,10 1,87 1,32 1,18 1,46
Nornikotyna (%) 0,02 0 05 O 04 O 06 0,05

TNSB1 Nikotyna (%) 0,56 0,13 0,11 0,17

BPTN151

Nornikotyna (%) 1,13 0,56 0,62 0,65
TNSB4 Nikotyna (%) 0,06 0,65 0,08 0,31 -
Nornikotyna (%) 0,70 1,37 0,56 0,86 -
HTR2 Nikotyna (%) 1,28 2,58 1,56 1,91 1,63
Nornikotyna (%) 0,06 0,13 0,06 0,05 0,05
Wentura Nikotyna (%) 1,58 2,68 1,75 1,81 1,63
Nornikotyna (%) 0,05 0,08 0,04 0,05 0,05

Sybilla Nikotyna (%) 0,13 0,09
Nornikotyna (%) 0,63 1,04 0,90 0,51
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Strategia ograniczania szkodliwych alkaloidéw w tytoniu
z wykorzystaniem prac hodowlanych w IUNG-PIB Putawy

2014

| — stabe konwertery Il — $rednie konwertery lll - silne konwertery

Udziat roslin z konwersjq - materiat wyjsciowy

100% —
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10% I
0% o
ZD2

BPTN 151 HTR2 Wentura TN 90 BPTN 155 WGLB TNSB1 TNSB4 Sybilla
B brak konwersji <3% mata konwersja 3-10% srednia konwersja 10-30%
duza konwersja 30-60% B bardzo duza konwersja 60-90% H catkowita konwersja >90%

Udziat roslin o roznym stopniu konwersji w wyjsciowe] populacji
odmian/linii hodowlanych tytoniu
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Strategia ograniczania szkodliwych alkaloidéw w tytoniu

z wykorzystaniem prac hodowlanych w IUNG-PIB Putawy

| - stabe konwertery

e

BPTN151 TN 90
o, 100%
100% n 13,64 6,7 13,3 o
80% 80%
60% typ 60%
88,64 933 86,7 20%
40% 4 ) 6
Bu rIey 65,91 73,3 a3
20% 20% ,
0% e L 0% Wi
2014 2015 2016 2017 2018 2014 2015 2016 2017 2018
W brak konwersji ® mata konwersja érednia konwersja W brak konwersji B mata konwersja $rednia konwersja
duza konwersja W bardzo duza konwersja W catkowita konwersja duza konwersja W bardzo duza konwersja B catkowita konwersja
Wentura HTR2
100% 100
80% 80
60% t 60
38 64 100,0 100,0 yp 100,0
40% ' 733 Virginia 40
20% 42,9 20
20,45
0% 0
2014 2015 2016 2017 2018 2014 2015 2016 2017 2018

W brak konwersji

duza konwersja

M mata konwersja

W bardzo duza konwersja

$rednia konwersja

M catkowita konwersja

W brak konwersji

duza konwersja

M mata konwersja

M bardzo duza konwersja

srednia konwersja

M catkowita konwersja

Udziat roslin o réznym stopniu konwersji w odmianach i liniach hodowlanych tytoniu w latach 2014-2018
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100% 4,55
15,91

80%

60%

40%
52,27

20%

0%

2014

W brak konwersji

duza konwersja

Strategia ograniczania szkodliwych alkaloidéw w tytoniu

z wykorzystaniem prac hodowlanych w IUNG-PIB Putawy

ZD2
100,0
86,7
2015 2016

m mata konwersja

M bardzo duza konwersja

6,7
I )

2017 2018

$rednia konwersja

B catkowita konwersja

Il - Srednie konwertery

100% 227
9,09
80% 18,18
typ 60%

Burley 4%
20%

0%
2014

m brak konwersji

duza konwersja

BPTN155
6,7
86,7
2015 2016 2017 2018

m mata konwersja srednia konwersja

M bardzo duza konwersja  ® catkowita konwersja

e

typ
Virginia

100%
80%
60%
40% 11,36
20% 18,18
0%
2014

B brak konwersji

duza konwersja

13,3 13,3
33,3
2015 2016 2017

m mata konwersja

M bardzo duza konwersja

20,0

2018

Srednia konwersja

B catkowita konwersja

Udziat roslin o réznym stopniu konwersji w odmianach i liniach hodowlanych tytoniu w latach 2014-2018
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Strategia ograniczania szkodliwych alkaloidow w tytoniu
z wykorzystaniem prac hodowlanych w IUNG-PIB Putawy

lll - silne konwertery

e

TNSB4 TNSB1
100% 100%
6,7
20,0 13,3

80% 80%

60% 86,4 t 60%

40% yp 40%

Burley
20% 20%
13,3
0% 0%
2014 2015 2016 2017 2018 2014 2015 2016 2017 2018
M brak konwersji H mata konwersja srednia konwersja B brak konwersji B mata konwersja srednia konwersja
duza konwersja M bardzo duza konwersja B catkowita konwersja duza konwersja M bardzo duza konwersja B catkowita konwersja
Sybilla
100%
26,67
80%
66,7
60%
97,56 100,0
typ 40%
Virginia 20%
0% ,
2014 2015 2016 2017 2018

B brak konwersji

duza konwersja

Udziat roslin o réznym stopniu konwersji w odmianach i liniach hodowlanych tytoniu w latach 2014-2018

B mata konwersja

srednia konwersja

M bardzo duza konwersja B catkowita konwersja
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WNIOSKI

1. Odmiany i linie hodowlane tytoniu zarowno w typie Burley jak i Virginia wykazujg duze
sktonnosci konwersji nikotyny w nornikotyne. Uzyskane wyniki stanowig cenng informacje dla
hodowcow i przetwdrcow tytoniu.

2. Stopien konwers;ji nikotyny w nornikotyne w odmianach/liniach hodowlanych tytoniu Burley,
jak i Virginia oraz duzy potencjat rakotwoérczy N-nitrozonornikotyny, wskazujg na potrzebe
systematycznej kontroli profilu alkaloidowego odmian produkcyjnych i linii hodowlanych
tytoniu.

3. Prowadzagc hodowle selekcyjng opartg na eliminacji z populacji nasiennych osobnikow
konwertujgcych nikotyne do nornikotyny, mozna oczekiwa¢ poprawy przydatnosci
technologicznej surowca tytoniowego.
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Innowacyjno-Naukowe Centrum Badan Rolniczych, IUNG-PIB Putawy



