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Wstep

Zdrowotno$¢ materiatu sadzonkowego chmielu jest waznym elementem wplywa-
jacym na dalszy wzrost i rozwoj roslin, jak tez plonowanie i jako$¢ surowca. Chmiel
jest rosling wieloletnia, ktora moze by¢ uprawiana nawet kilkadziesiat lat w jednym
miejscu, ale optymalny okres uzytkowania wynosi okoto 20 lat. Plantacje starsze stop-
niowo obnizaja swoja produktywno$¢. Jedna z przyczyn jest silne porazenie roslin
przez wirusy. Do najgrozniejszych wirusow wystepujacych na ro§linach chmielu naleza:
wirus mozaiki jabtoni (Apple mosaic virus — ApMV) oraz wirus mozaiki chmielu
(Hop mosaic virus — HpMV). Innym patogenem jest wiroid utajony chmielu (Hop
latent viroid — HLVd). Patogeny te wystepuja powszechnie w roslinach chmielu,
rozprzestrzeniajac si¢ na plantacji przez mechaniczny kontakt badz podczas wykony-
wania zabiegow pielggnacyjnych (ApMV) lub sa przenoszone przez owady (HpMV).
Ich obecnos¢ wplywa negatywnie na wielko$¢ i jakos¢ plonu (10). Porazone rosliny
chmielu charakteryzuja si¢ nizszym potencjatem plonowania oraz mniejsza koncen-
tracja alfa kwasoéw — glownego sktadnika szyszek wykorzystywanego przez przemyst
piwowarski. Jak wykazuja badania, réznica w koncentracji alfa kwasow pomiedzy
ro$linami zdrowymi i porazonymi przez wirusy i wiroida utajonego chmielu sigga od
kilku do kilkudziesigciu procent (5, 7, 10). Wzrost zawartosci alfa kwasow przektada
si¢ bezposrednio na wzrost dochodu gospodarstw chmielarskich, bowiem cena su-
rowca jest uzalezniona od zawartosci alfa kwasow. Wyzsza koncentracja alfa kwa-
sow oznacza takze korzysci dla firm zajmujacych si¢ przetwarzaniem szyszek chmie-
lowych na granulaty i ekstrakt. Przy tych samych kosztach przerobu szyszek prze-
tworcy moga uzyskac¢ wigcej alfa kwasow, ktore sa przedmiotem obrotu z browara-
mi.

** Opracowanie wykonano w ramach zadania 2.7 w programie wieloletnim IUNG - PIB
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Jedyna metoda walki z wirusami i wiroidem utajonym chmielu jest stosowanie
zdrowego materiatu szkotkarskiego do zaktadania nowych plantacji. Uwalnianie ro§lin
chmielu od wiruséw i1 wiroida utajonego prowadzono metoda regeneracji meryste-
mow wierzcholkowych w warunkach in vitro (3). Szybko dzielace si¢ komorki mery-
stemu nie sg zasiedlane przez czynniki chorobotworcze, jak ma to miejsce w wyspe-
cjalizowanych tkankach. Poprzez pasazowanie na odpowiednie pozywki uzyskano
ukorzenione rosliny bedace przedmiotem dalszych prac badawczych i aplikacyjnych
(rys. 1).

Celem prowadzonych prac bylo uzyskanie zdrowego materiatu sadzonkowego
poprzez opracowanie i wdrozenie wlasciwych metod diagnostycznych, sposobow roz-
mnazania oraz zapewnienie odpowiednich warunkow wzrostu i rozwoju.

Metody diagnostyczne

Zastosowanie odpowiednich metod diagnostycznych stosownie do rodzaju patoge-
na jest podstawowym elementem uzyskania zdrowego materiatlu sadzonkowego.
W celu wykrywania obecnosci wirusow zastosowano metod¢ ELISA (Enzyme-Lin-
ked Immunosorbent Assay); (1, 12). Z uwagi na fakt, Ze rozmieszczenie czastek wiru-
sa w ro$linie chmielu nie jest rownomierne w diagnozowaniu tych patogenow bardzo
wazny jest wybor odpowiedniego materiatu do badan. Do wykrywania HpMV najle-
piej nadaja sig liScie stare, ktore zakonczyly swoj wzrost, natomiast w przypadku ApMV
najlepsze rezultaty uzyskuje si¢ uzywajac mtodych, intensywnie rosnacych lici chmielu
9).

Do wykrywania obydwu wiruséw w ro$linach chmielu stosowano probe sktada-
jaca sig z lisci starych oraz mtodych w stosunku wagowym 1 : 1. Odwazano 0,1 g lisci,
ktore nastepnie homogenizowano w stosunku 1 : 20 z buforem PBS pH 7.4 z dodat-
kiem 2% poliwinylopyrolidonu (PVP), 0,05% Tween 20 i 0,2% albuminy z jaja kurze-
go. Homogenizacjg przeprowadzano w woreczkach polietylenowych przy uzyciu pra-
ski firmy Bioreba AG, zamocowanej na wiertarce elektrycznej. Uzyskane homogena-
ty zlewano do probéwek Eppendorfa. Test wykonywano wedhug procedury obejmuja-
cej nastgpujace etapy:

1. Plytki napemiano roztworem odpowiedniej surowicy (100 ul do kazdego wgle-
bienia) i inkubowano w temperaturze 37°C przez 4 godziny. W tym czasie przeciwcia-
a adsorbowaly si¢ na porowatych Sciankach weglebienia, tworzac aktywna warstwe.
Plytki sptukiwano usuwajac nadmiar surowicy.

2. Poszczegdlne wglebienia wypelniano homogenatem z lisci badanych roslin.
W kazdym wglebieniu badano probke z innej rosliny. Ponadto na ptytce umieszczano
roztwory kontroli negatywnej (bez wirusa) oraz pozytywnej (zawierajacej czastki wi-
rusa), stanowiace punkty odniesienia podczas interpretacji wynikow. Ptytki umiesz-
czano w lodéwce na cala noc, tak aby czastki wirusa, ktére ewentualnie znajdowaty
si¢ w homogenacie weszly w reakcje z przeciwciatami tworzac trwate kompleksy.
Nastepnego dnia ptytki sptukiwano.
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3. Plytki napelniano koniugatem przeciwcial z enzymem (alkaliczna fosfataza)
1 inkubowano w temperaturze 37°C przez 4 godziny. W czasie inkubacji koniugat taczyt
si¢ z czastkami wirusa — reakcja zachodzita tylko w tych wglebieniach, ktore we
wczesniejszym etapie analizy wypelione byly homogenatem zawierajacym czastki
wirusa. W miejscach, ktore wypetione byty probkami z ro$lin zdrowych reakcja nie
zachodzila i caty koniugat byt usuwany z ptytki podczas kolejnego ptukania.

4. W ostatnim etapie plytki napetniano roztworem substratu (p-nitrofenylofosfat),
ktéry pod wptywem enzymu wchodzacego w sklad koniugatu daje barwne produkty
reakcji. Po napehieniu substratem plytki inkubowano w temperaturze pokojowej przez
p6t godziny, po czym przeprowadzano pomiar ekstynkcji spektrofotometrem Tecan
Sunrise, przy dlugosci fali 405 nm.

Przeciwciata wykrywajace ApMV 1 HpMV oraz pozostate odczynniki niezbgdne
do przeprowadzenia testu oraz kontrole pozytywna i negatywna zakupiono w firmie
Loewe Biochemica GmbH.

W celu detekeji obecnosci wiroida utajonego chmielu, patogena pozbawionego biatka
ptaszcza (CP), zastosowano technike RT-PCR. Obecno$¢ patogena okreslano w pre-
paratach catkowitych kwasoéw nukleinowych izolowanych z ogonkow lisciowych ro-
$lin chmielu.

Izolacja calkowitych kwasow nukleinowych

Swieza mase tkanki roslinnej w ilosci 100 mg homogenizowano w mozdzierzu
z dodatkiem 650 ml buforu CTAB o skladzie: 2% CTAB; 0,1 M Tris-HCL pH 8,0;
20 mM EDTA; 1,4 M NaCl; 0,4% B-merkaptoetanol (4). Homogenat przenoszono do
probéwki 1,5 ml i inkubowano w 68°C przez 90 minut. Po wystudzeniu do temperatury
otoczenia dodawano 850 ml mieszaniny chloroform : alkohol izoamylowy (24 : 1),
wytrzasano, a nastgpnie wirowano przy 14 000 obr./min. przez 10 minut w temperatu-
rze 4°C. Uzyskana po wirowaniu faz¢ wodna w ilosci 400 ml przenoszono do nowej
probowki, dodawano 500 ml chloroformu, wytrzasano i wirowano w tych samych
warunkach. Faz¢ wodna ponownie przenoszono do nowej probowki i ekstrahowano
chloroformem. Nastepnie z fazy wodnej wytracano kwasy nukleinowe w obecnosci
0,6 objetosci zimnego izopropanolu oraz 0,1 objetosci 3 M octanu sodu przy pH 7,4
przez 12 godzin w temperaturze -20°C. Po wirowaniu z predkoscia 14 000 obr./min.
przez 30 minut przemywano dwukrotnie 80% etanolem, a nastgpnie suszono proznio-
wo i zawieszano w 31 ml wody Mili-Q z dodatkiem DEP (dietylopiroweglan).

Wykrywanie HLVd metoda RT-PCR

a) Oznaczanie ilo$ciowe

Oznaczanie ilo§ciowe RNA prowadzono metoda spektrofotometryczna przy uzy-
ciu spektrofotometru Eppendorf BioPhotometr. Do pomiaru pobierano 1 ml probki
kwasow nukleinowych, ktora nastgpnie rozcienczano 70-krotnie woda Mili-Q. Po-
miar absorpcji wykonywano przy dhugosci fali 260 nm.
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b) Reakcja RT-PCR

Do reakcji RT-PCR wykorzystano specyficzne primery dla wiroida utajonego
chmielu zaprojektowane na podstawie sekwencji starterow zastosowanych przez M a-
tous§ka J. iin (6). Starter HLVd-R (5’-CCACCGGGTAGTTTCCAACT-3")
komplementarny do nukleotydow 200-181 w sekwencji HLVd oraz HLVd-F (5’-ATA-
CAACTCTTGAGCGCCGA-3’) homologiczny do nukleotydéow 201-220. Synteze
cDNA przeprowadzono w 20 ml mieszaniny reakcyjnej zawierajacej 2 mg RNA, 1 x
bufor reakcyjny (MBI Fermentas), 5 mM startera HLVd-R, 0,5 mM dNTP (dATP,
dGTP, dCTP, dTTP); (Fermentas), 1 U inhibitora RNaz (Fermentas), 0,125 mg/ml
BSA (Fermentas), 10 U odwrotnej transkryptazy M-MuLV (Fermentas). Mieszaning
reakcyjna inkubowano w 42°C przez 60 minut, a nastgpnie denaturowano przez
5 minut w 90°C.

¢) Amplifikacja cDNA

Reakcjg PCR prowadzono w objetosci 20 ml mieszaniny reakcyjnej. Do 1 ml cDNA
uzyskanego po odwrotnej transkrypcji dodawano mastermix zawierajacy: 1 x bufor
PCR (Fermentas), 1,25 mM startera HLVd-R i 1, 25 mM startera HLVd-F, 62,5 mM
mieszaniny dNTP (Fermentas), 1,5 mM MgCl, (Fermentas). Jako ostatnia dodawano
polimerazg Taq w ilosci 1,25 U (Fermentas).

Amplifikacja obejmowata etapy:

1. denaturacja wstgpna: 95°C przez 5 minut,

2. wilasciwa amplifikacja (35 cykli):

e denaturacja 94°C przez 30 sekund,
o annealing 58°C przez 30 sekund,
o clongacja 72°C przez 30 sekund,

3. koncowa elongacja: 72°C przez 5 minut.

d) Elektroforeza produktow amplifikacji

Produkty amplifikacji analizowano w 2% zelu agarozowym w obecnosci bromku
etydyny. Na zel nanoszono po 10 ml mieszaniny po amplifikacji z dodatkiem 2 ml
barwnika obciazajacego 6 x Loading Dye (Fermentas). Jako marker wielko$ci wyko-
rzystano pUC19 DNA trawiony Mspl (MBI Fermentas). Elektroforeze prowadzono
w buforze 1 x TBE przy napigciu 5 V/em. Fragment DNA o dtugosci 250 pz odpowia-
dat HLVd. Wynik elektroforezy ogladano pod UV i fotografowano.

Wykrywanie HLVd metoda RT-PCR stosowano dla roslin uzyskanych z hodowli
in vitro oraz przed kazdym cigciem pedow chmielu przeznaczonych do ukorzeniania.
Z uwagi na bardzo duza liczebno$¢ roslin przeznaczonych kazdorazowo do badan
zastosowano metodg¢ ,,prob zbiorczych”. Z kazdej rosliny matecznej pobierano dolne
liscie, a nastgpnie przygotowywano probe zbiorcza zawierajaca ogonki lisciowe czte-
rech réznych roslin. Izolacj¢ kwasow nukleinowych prowadzono wedhug procedury
opisanej powyzej. W przypadku uzyskania pozytywnego wyniku dla préby zbiorczej,
ponownie, ale indywidualnie, testowano rosliny mateczne w obrebie ,,pozytywnej czwor-
ki”.
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Dobér odmian i uzyskanie roslin matecznych

Do prac nad uzyskaniem materiatu sadzonkowego wolnego od wirusow i wirioda
utajonego przeznaczono cztery odmiany chmielu, dwie odmiany nalezace do typu go-
ryczkowego: Iunga i Magnum oraz dwie odmiany z typu aromatycznego: Sybilla
i Lubelski. Odmiana Magnum jest odmiana niemiecka, trzy pozostate zostaty wyhodo-
wane w Instytucie Uprawy Nawozenia 1 Gleboznawstwa w Pulawach. ITunga jest
jedna z ostatnio wyhodowanych odmian, wpisang do ksiggi ochrony wytacznego pra-
wa. Jest to odmiana o wysokiej zawartosci alfa kwasow, latwo naprowadzajaca si¢
na przewodniki, odpowiednia do zbioru maszynowego (8). Dobor odmian byt podykto-
wany zapotrzebowaniem na okreslone typy surowca, jak tez przydatnos$cia odmian do
uprawy polowe;.

Rosliny uzyskane z merystemow (3), wolne od wirusdw 1 wiroida utajonego chmielu,
przenoszono sukcesywnie z pozywki agarowej do substratu torfowego. Pierwszy okres
wzrostu roslin wyprowadzonych z warunkow in vitro przebiegal w fitotronie w kon-
trolowanych warunkach temperatury i dtugosci dnia. Aby zapewni¢ optymalne wa-
runki wilgotno$ciowe ukorzenione rosliny sadzono w plastikowych pojemnikach z prze-
zroczystymi przykrywami. Ro$liny pozostawatly pod przykryciem okoto 2 tygodnie,
nastepnie adaptowano je do warunkow otoczenia 1 po przerosnigciu podiloza przez
system korzeniowy przesadzano do wigkszych doniczek (rys. 1). Wszystkie rosliny
przebadano ponownie w kierunku obecnosci wiruséw (ELISA) i wiroida utajonego
(RT-PCR). Najwigcej roslin wykazujacych obecnos¢ wirusow stwierdzono wsrod
odmiany Lubelski. Jest to najstarsza z odmian uwzglednionych w badaniach, o duzym
nasileniu patogenéw, a tym samym trudniejsza do uwolnienia (tab. 1).

Zdecydowanie wigcej roslin wykazywato obecno$¢ wirusa mozaiki chmielu
(HpMV) niz wirusa mozaiki jabtoni (ApMV), co moze wynikac¢ z wigkszego zasiedle-
nia roslin wyjsciowych pobieranych z plantacji wirusem mozaiki chmielu badz mniejsza
skuteczno$cia jego eliminacji.

Rosliny regenerowane z merysteméw byly wprawdzie wstepnie badane, jednakze
bardzo mala ilo$¢ czasteczek mogta by¢ niewykrywalna i wirus ulegat namnazaniu.

Tabela 1

Liczebno$¢ roslin poszczegdlnych odmian chmielu uzyskanych w pierwszym etapie badan

Odmiana chmielu

Grupy roslin Iunga | Magnum [ Sybilla | Lubelski | Razem
Roéliny uzyskane z merystemow 270 261 203 286 1020
Roéliny porazone przez HpMV 8 5 2 35 50
Roéliny porazone przez ApMV 3 1 2 12 18
Roéliny porazone przez HLVd 2 7 6 3 18
Ro$liny zdrowe (mateczne) 257 248 193 236 934

Zrodto: Wyniki badan whasnych.
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Obecno$¢ wiroida utajonego wykryto u 18 roslin sposréd 1020 badanych w pierw-
szym etapie po wysadzeniu do ziemi. Na zdjeciu widoczne prazki, charakterystyczne
dla tej samej masy czasteczkowej produktu jaka posiada wiroid (rys. 2).

M KP1 2 34 5 6 7 8 9 101112 13 14 15 16 KN1 KN2

250 p.z. >

M KP 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34

250 p.z. >

Rys. 2. Wykrywanie HLVd za pomoca techniki RT-PCR w probkach roslinnych

Sciezki: M — marker wielkosci DNA, KP — kontrola pozytywna, KN1 — kontrola negatywna odwrot-
nej transkrypcji, KN2 — kontrola negatywna PCR, 1-16 — ro$liny odmiany Sybilla, 17-21 — rosliny
odmiany lunga, 22-26 — rosliny odmiany Lubelski, 27-34 — roéliny odmiany Magnum

Zrodio: Opracowanie wiasne.

Obecno$¢ wiroida stwierdzano czesciej u odmian z mniejszym nasileniem wyste-
powania wirusow (Magnum, Sybilla), natomiast rzadziej u odmiany Lubelski, bardziej
porazanej przez wirusy.

Uzyskane w tej serii badan zdrowe rosliny stanowity tzw. ro§liny mateczne (nucle-
ar stock), przeznaczone jako materiat wyjsciowy do dalszych rozmnozen. Dalszy wzrost
ro$lin matecznych przebiegat w szklarni o $ci§le okreslonych parametrach.

Rozmnazanie i uzyskiwanie materialu sadzonkowego

Uzyskanie dobrych sadzonek warunkowane jest jako$cig i wigorem roslin ma-
tecznych, z ktorych pobierane sa pedy. Optymalnym materialem sa dobrze wyksztal-
cone odcinki pedu dtugosci okoto 5 cm, z jedna para lisci (jeden wezel), posiadajace
w katach lisci paki $piace. Ograniczenie powierzchni transpiracji poprzez przycigcie
blaszki lisciowej utatwia proces ukorzeniania (rys. 3 i 4).

Traktowanie przycigtych pedéw odpowiednio dobranymi auksynami poprawia pro-
ces ryzogenezy, podobnie jak odpowiednie podtoze. Do ukorzeniania sadzonek chmie-
lu stosowano standardowy ukorzeniacz, dostgpny w sklepach ogrodniczych. Mieszanka
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Rys. 3. Cigcie pedow i przygotowanie do ukorzeniania
Zrédto: Dokumentacja wlasna.

Rys. 4. Fragment pedu z przy-
cigtymi li¢émi i widocznymi
pakami $piacymi
Zrédto: Dokumentacja wlasna.
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podioza warzywnego i perlitu w stosunku 3 : 1 data dobre efekty. Przy utrzymywaniu
temperatury okoto 25°C okres ukorzeniania wynosit 3-5 tygodni. Waznym elementem
jest zapewnienie odpowiedniej wilgotnosci. Przez pierwsze dwa tygodnie sadzonki
byly utrzymywane pod przykryciem i codziennie zraszane. W tym czasie pojawialy si¢
pierwsze korzenie i pedy. Gdy system korzeniowy przerastal cale podloze, a pedy
osiagaty dtugos¢ 10-20 cm, rosliny przesadzano do wigkszych doniczek. Efektywnos¢
ukorzeniania sadzonek zielnych wynosita 85-90%. Z kazdej ro§liny matecznej uzyski-
wano od kilku do kilkunastu sadzonek.

Bardzo waznymi czynnikami wptywajacymi na wlasciwy proces ukorzeniania, jak
tez wzrost 1 rozwoj sadzonek sa odpowiednie warunki szklarniowe (wilgotno$¢, tem-
peratura, ustonecznienie). Przykladowy obraz takich warunkow przedstawia wykres
tych danych rejestrowanych przez system komputerowy (rys. 5).

W takich warunkach, nawet zima, pomimo niskiej temperatury na zewnatrz wzrost
sadzonek przebiegat dobrze. Dobre wyniki uzyskano tez dzigki utrzymywaniu okreslo-
nej dtugosci dnia. Rosliny w réznych fazach wzrostu wymagaja odpowiednich warun-
kow termicznych, wodnych i §wietlnych (tab. 2).

Dla sadzonek bedacych w okresie ukorzeniania stosowano wyzsza temperature,
ponadto przy duzym ustonecznieniu stosowano czg§ciowe lub catkowite zacienianie.
Odpowiednia temperaturg dla poszczegdlnych grup roslin, w zaleznosci od warunkow
zewngtrznych, utrzymywano poprzez programowany system ogrzewania, cieniowa-

CETTENRETRESE

Ll
0r a0 01000 410 (111 ) [ERT] 101600 JLET e

wilgetnesd w kamerze (44) ’ = lemperatara w kamerze (°C)

lemperaura 2ewngirzna ('O uslonecaienie (W/m®)

Rys. 5. Parametry w kamerze z ukorzenionymi sadzonkami chmielu w godzinach 74°-10%
Zrédlo: Opracowanie wlasne.
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Tabela 2

Optymalne parametry w warunkach szklarniowych dla poszczegdlnych grup roslin

Parametry Sadzor}ki Sadzor}ki Ro$liny mateczne po okresie jarowizacji
ukorzeniane ukorzenione | bezposrednio | po 10 dniach | po 20 dniach
Dlugo$¢ dnia (h) 12 12 8 8 12
Temp. dnia (°C) 24 22 10 18 20
Temp. nocy (°C) 22 18 10 18 20
Nawadnianie reczne zalewowe brak W(’(’;é)cozt;sz (lgi)orr;ell/l((jz\g;

Zrodto: Wyniki badan whasnych.

nia i otwierania okien. Dostosowywano tez system nawadniania potaczony z nawoze-
niem.

Chmiel do prawidtowego rozwoju wymaga procesu jarowizacji, polegajacej na dzia-
faniu niskiej temperatury przez pewien okres. Warunkuje to dobry rozwdj pedow
o odpowiedniej grubosci, zdolnych do asymilacji i co istotne, przy pozyskiwaniu sadzo-
nek, do utworzenia silnego systemu korzeniowego. W warunkach naturalnych jarowi-
zacja odbywa si¢ na plantacji w okresie zimowym. Zblizone warunki zastosowano
przy uzyskiwaniu sadzonek w szklarni. Po $cigciu czg$ci nadziemnej ograniczono pod-
lewanie 1 obnizono temperatur¢ w kamerach. Nastegpnie rosliny mateczne, jak tez
niektore sadzonki wymagajace zimowania wynoszono na zewnatrz, na specjalnie przy-
gotowane podtoze, zabezpieczajac je jednoczesnie przed nadmiernym spadkiem tem-
peratury w bryle korzeniowej. Po okresie spoczynku i ponownym przeniesieniu do
szklarni stosowano okreslone parametry (tab. 2). Poczatkowo utrzymywano krotki
dzien i niska temperaturg, a w miarg adaptacji roslin wydtuzano dzien i podwyzszano
temperatur¢ oraz rozpoczynano nawadnianie ro§lin. Dobor sposobu nawadniania wa-
runkowany jest przez stadium wzrostu rosliny oraz wielko$¢ sadzonek i ich liczeb-
nos$¢. Dla roslin matecznych rosnacych w duzych wazonach stosowano nawadnianie
kropelkowe (rys. 6a), za§ mtode sadzonki stojace w duzym zaggszczeniu nawadniano
metoda zalewowa. Chmiel jest roslina pnaca, totez nicodzownym warunkiem przy
utrzymywaniu ro$lin matecznych, jak tez przy wzroscie mtodych sadzonek jest stoso-
wanie przewodnikéw (rys. 6b).

Zabiegi pielegnacyjne i utrzymanie zdrowotnos$ci

Dla prawidtowego rozwoju ro$lin matecznych, stanowiacych material wyjsciowy
dla uzyskiwania sadzonek, jak tez do wzrostu sadzonek, wymagany jest odpowiedni
stan odzywienia. Systematyczne nawozenie makro- 1 mikroelementami zapewniato
dobra kondycje roslin. Nawozenie NPK byto aplikowane poprzez kropelkowy system
nawadniajacy w przypadku roslin matecznych oraz systemem zalewowym dla sadzo-
nek. Mikroelementy dawkowano w postaci opryskow wielosktadnikowymi nawozami
dolistnymi, ktére stosowano co 10-15 dni w zaleznosci od tempa wzrostu roslin. Po-
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Rys. 6. Rozwdj pedéw u roslin matecznych chmielu; a) bezposrednio po okresie jarowizacji,
b) w okresie naprowadzania ro$lin na przewodniki
Zrodio: Dokumentacja whasna.

nadto stosowano preparat stymulujacy wzrost po cigciu roslin matecznych oraz po
przesadzeniu ukorzenionych sadzonek do doniczek.

Utrzymanie zdrowotnos$ci sadzonek uwolnionych od wirusow i wiroida utajonego
jest niezwykle waznym elementem na kazdym etapie ich uzyskiwania. Ro$liny chmie-
lu wolne od patogenéw nie posiadaja cechy odpornosci warunkowanej genetycznie,
co oznacza, ze bardzo tatwo moga podlega¢ wtdrnej infekcji. Aby uniknaé przeniesie-
nia wirusa przez owady stosowano zabezpieczenia w postaci siatek ochronnych we
wszystkich oknach w szklarni. Dodatkowo prowadzono profilaktyczne zabiegi ochronne
przed pojawieniem si¢ szkodnikéw waznych dla chmielu (mszyca §liwowo-brzoskwi-
niowa, przedziorek chmielowiec, maczlik szklarniowy). Ochrona materiatu mateczne-
go 1 sadzonkowego obejmowata tez zabiegi przeciwko chorobom grzybowym, w szcze-
g0lnosci powodowanym przez maczniaka rzekomego i prawdziwego chmielu. Sadzonki
bedace w trakcie procesu ukorzeniania, przy wysokich parametrach wilgotnosci sig-
gajacej 100%, dodatkowo chroniono przed szara plesnia.

Z uwagi na fakt, ze wirusy wystepujace na chmielu, podobnie jak wiroid utajony,
nie daja objawow chorobowych diagnoz¢ materialu matecznego prowadzono syste-
matycznie przed kazdorazowych cigciem. Ponadto w sposob losowy diagnozowano
wyrosnigte sadzonki. Pozwolito to na skuteczna eliminacj¢ patogenéw pojawiajacych
si¢ w pojedynczych roslinach w poczatkowym etapie prac. Badania serologiczne pro-
wadzone metoda ELISA nie wykazywatly obecno$ci wirusow, podobnie badania mo-
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lekularne dawaty negatywny wynik, $§wiadczacy o braku wiroida utajonego w dal-
szych etapach rozmnazania (rys. 7).

M P1 23 4 5 6 7 8 910 11 12 13 14 15

M P 16 17 18 19 202122 23 24 25 2627 28 29 30 31 32 33

Rys. 7. Analiza molekularna metoda RT-PCR roslin matecznych w kierunku obecnosci wiroida
utajonego chmielu; M — marker wielkosci, P — kontrola pozytywna, (1-11 rosliny odmiany Iunga,
12-18 — Lubelski, 19-25 — Sybilla, 26-33 — Magnum)
Zrodlo: Opracowanie wlasne.

Podsumowanie

W wyniku prowadzonych prac uzyskano 337 067 sadzonek czterech odmian chmielu
catkowicie wolnych od wirusow i wiroida utajonego oraz od szkodnikéw i chorob
grzybowych (tab. 3). Uzyskane w IUNG-PIB zdrowe sadzonki chmielu zostaly
w calosci przekazane plantatorom i wdrozone do uprawy polowej (rys. 8). W celu
utrzymania zdrowotno$ci sadzonek w warunkach polowych oraz ich prawidtowego
wzrostu i rozwoju na plantacji produkcyjnej opracowano fitosanitarne i agrotechnicz-
ne zasady sadzenia (2) oraz sposoby zabezpieczania zdrowych plantacji chmielu przed
chorobami wirusowymi (11).

Prowadzone sa badania nad monitorowaniem zdrowotnos$ci plantacji zalozonych
z sadzonek uwolnionych od patogenow, jak tez nad okresleniem wptywu zdrowotnosci
na plonowanie i jako$¢ surowca. Wstgpne wyniki badan wskazuja, ze chmiel uwolnio-
ny od wirusow 1 wiroida utajonego charakteryzuje si¢ wigksza zawartoscia alfa kwa-
sow oraz lepszym skladem olejkéw eterycznych (badania whasne, dane niepublikowa-
ne), co $wiadczy o duzym znaczeniu zdrowotno$ci materiatu sadzonkowego.
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Tabela 3

Liczba uzyskanych sadzonek chmielu wolnych od wiruséw i wiroida utajonego

Odmiana Liczba sadzonek
Lubelski 22 163
Sybilla 113 228
Iunga 96 800
Magnum 104 876
Razem 337 067

Zrodto: Opracowanie whasne.

Rys. 8. Plantacja chmielu zalozona na bazie zdrowych sadzonek chmielu odmiany
a) Sybilla, b) lunga

Zrédio: Opracowanie wiasne.
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