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Wstep

Postep w produkcji rolniczej zalezy od ciaglego doskonalenia odmian roslin
uprawnych oraz wdrazania nowych technologii, ktore pozwalaja lepiej wykorzysta¢
potencjat tych odmian, a takze dostosowac produkcje do wzrastajagcych wymagan
dotyczacych efektywnos$ci gospodarowania oraz jakosci surowca.

Uprawa chmielu i tytoniu nalezy do najbardziej wyspecjalizowanych gatezi
produkcji rolnej, wymaga duzej wiedzy fachowej oraz specjalistycznego zaplecza
technicznego. Duzy wktad w rozwdj sektora produkcji chmielu i tytoniu wniosty
badania naukowe prowadzone mig¢dzy innymi w IUNG-PIB. Na szczeg6lne uznanie
zastuguje opracowanie i wdrozenie wielu innowacyjnych rozwigzan technologicz-
nych, ktéore w znacznym stopniu przyczynity si¢ do unowoczesnienia i intensyfi-
kacji produkcji tych gatunkow oraz specjalizacji gospodarstw. Innym wymiernym
efektem badan naukowych byto wprowadzenie do uprawy nowych odmian chmielu
i tytoniu, lepiej przystosowanych do wymagan plantatoréw i odbiorcow surowca,
charakteryzujgcych si¢ wigksza plennoscia, korzystnymi cechami agronomicznymi
oraz odporno$cig na najwazniejsze choroby.

Kluczowe znaczenie dla dalszego doskonalenia genotypéw chmielu i tytoniu ma
rozw0j 1 wykorzystanie nowoczesnych metod badawczych opartych na najnowszej
wiedzy z zakresu biologii molekularnej, biotechnologii i inzynierii genetyczne;j.
Zastosowanie w hodowli nowoczesnych technik, takich jak kultury in vitro, mar-
kery molekularne, czy genetyczna modyfikacja roslin, przyczynia si¢ do zwigkszenia
efektywno$¢ selekcji, umozliwia kontrolowany transfer genéw, a w konsekwencji
powoduje skrocenie cyklu hodowlanego i obnizenie kosztow uzyskania nowych
odmian. Rozwoj biologii molekularnej oraz nowoczesnych technik analitycznych
otworzyl réwniez mozliwosci alternatywnego wykorzystania tych gatunkow poza
przemystem tytoniowym i piwowarskim. W ostatnich latach poczyniono duze
postepy w badaniach nad wykorzystaniem tytoniu transgenicznego jako bioreak-
tora do produkcji zrekombinowanych biatek, ktore moga znalez¢ zastosowanie
w roznych dziedzinach zycia, przede wszystkim w medycynie, przemysle i ochronie
srodowiska. Duze nadzieje wigze si¢ rowniez z wykorzystaniem wtasciwosci pro-
zdrowotnych niektorych metabolitow wtornych chmielu. Duza aktywno$¢ biolo-
giczna tych zwigzkow oraz szerokie spektrum oddziatywania wskazujg na ich znacz-
ny potencjat terapeutyczny.

Niniejszy zeszyt z serii ,,Studia i Raporty IUNG-PIB” zawiera opracowania
wykonane w ramach realizacji zadania 3.5 programu wieloletniego IUNG-PIB pt.
»Ocena wplywu postepu biologicznego i agrotechnicznego na uprawe chmielu i ty-
toniu w Polsce”. Punktem wyjscia dla realizacji celow zadania byta charakterystyka
aktualnej sytuacji oraz okre$lenie perspektyw rozwoju uprawy chmielu i tytoniu
w aspekcie zmian zachodzacych na $wiatowych rynkach tych surowcoéw. W opra-
cowaniu duzo miejsca poswigcono réoznym strategiom stosowanym w celu ulepsza-
nia genotypoéw chmielu i tytoniu oraz nowoczesnym metodom i technikom, ktore



wspomagaja tradycyjna hodowle, czyniac ja bardziej efektywna. Szeroko omoéwiono
rowniez najnowsze badania dotyczace kierunkoéw transformacji genetycznej tyto-
niu oraz metabolitow wtornych chmielu, ktorych wyniki rzucajg nowe §wiatto na
mozliwosci niekonwencjonalnego wykorzystania tych gatunkow.

Problematyka przedstawiona w niniejszym zeszycie dowodzi bezspornej roli
badan naukowych w ksztattowaniu postgpu w produkcji chmielu i tytoniu. Nalezy
jednak pamigta¢, ze jednym z podstawowych czynnikéw wptywajacym na za-
kres wykorzystania wynikow badan jest stata wspolpraca srodowiska naukowego
z praktyka rolnicza, ktora pozwala na upowszechnianie postgpu naukowo-technicz-
nego poprzez publikacje, szkolenia i specjalistyczne doradztwo. Niniejsze opra-
cowanie jest jednym z elementéw popularyzacji dotychczasowych osiggni¢¢ oraz
nowych kierunkéw w badaniach nad chmielem i tytoniem. Mamy nadzieje¢, ze tema-
tyka publikacji wzbudzi zainteresowanie szerokiego grona czytelnikow oraz przy-
czyni si¢ do wzrostu §wiadomosci producentow chmielu i tytoniu o znaczeniu nauki
w unowoczes$nianiu produkcji tych gatunkow.

Kierownik zadania 3.5

dr Urszula Skomra
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Wstep

Chmielarstwo w Polsce ma wieloletnig tradycje. Pierwsze wzmianki o uprawie
chmielu w klasztorach i dobrach szlacheckich pochodza z IX i X w. (18). W XIII
w. chmiel uprawiano na Slasku oraz w Wielkopolsce, ktora byta kolebka polskiego
chmielarstwa. Pochodzacy z tego rejonu chmiel nowotomyski byt bardzo ceniony,
o czym moze $wiadczy¢ fakt, ze w 1883 r. uzyskal on najwyzsza cen¢ na rynku
$wiatowym (18). W XVI w. uprawa chmielu rozwingta si¢ rowniez w rejonie lubel-
skim i1 matopolskim. Szczyt rozwoju chmielarstwa na terenach polskich przypadi na
okres przed I Wojna Swiatowa. Na ziemiach trzech dwczesnych zaboréw uprawiano
facznie okoto 7000 ha chmielu, z czego 4300 przypadato na obszar znajdujacy si¢
w obecnych granicach Polski (10, 17). Dziatania wojenne I Wojny Swiatowej doprowa-
dzity do zmniejszenia powierzchni chmielnikéw do okoto 1200 ha, ale areat zostat
dos¢ szybko odbudowany i w 1928 r. osiagnat ponad 3500 ha (17). Spowodowato
to kryzys nadprodukcji, ktory doprowadzit do zmniejszenia powierzchni uprawy
o ponad 40% (do 1973 ha w roku 1932). W 1935 r. w 6wczesnych granicach Polski
chmiel uprawiano na obszarze 3110 ha, z tego ponad potowa (57%) zlokalizowana
byla w wojewddztwie wolynskim, ktére po II Wojnie Swiatowej znalazto si¢ poza
granicami naszego kraju. Okres powojenny byt wyjatkowo trudny w historii chmielar-
stwa polskiego. Nowy uktad granic pozbawit nasz kraj najwickszego rejonu uprawy
chmielu na Wolyniu. Na pozostalym obszarze wigkszo$¢ plantacji zlikwidowano,
zarowno na skutek dziatan wojennych oraz prowadzonej przez okupanta planowej
eliminacji uprawy chmielu w Wielkopolsce, jak 1 przeprowadzonej w 1944 r. re-
formy rolnej. W granicach Polski w 1945 r. pozostato jedynie 92 ha plantacji chmie-
lu, z tego 88 w wojewodztwie lubelskim (17). Ocalate chmielniki staty si¢ baza
wyjsciowa do pozyskiwania materiatu szkotkarskiego, niezbednego do zaktadania
nowych plantacji. Ponadto sprowadzono do naszego kraju okoto milion sadzonek
chmielu z 6wczesnej Czechostowacji. Pozwolito to na stosunkowo szybkie od-
budowanie areatu, ktory na poczatku lat 60. ubieglego stulecia ustabilizowal sig

*Opracowanie wykonano w ramach zadania 3.5 w programie wieloletnim TUNG-PIB
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na poziomie 2200-2500 ha. Postep hodowlany oraz technologiczny, jaki dokonat si¢
w tym czasie, ugruntowat pozycje polskiego chmielarstwa na wiele lat. Uprawa nas-
tawiona byta na pokrycie potrzeb rodzimego przemystu piwowarskiego. Wielkos¢
produkcji najczesciej w pelni zabezpieczata te potrzeby (3, 4).

Po przystapieniu do UE Polska stala si¢ integralng czgscia $wiatowego rynku
chmielu, ze wszystkimi tego konsekwencjami. Zostaty wprowadzone regulacje ob-
rotu chmielem, zgodne z rozwigzaniami prawnymi obowigzujacymi w krajach UE,
ktorych celem byto dostosowanie krajowego chmielarstwa do miedzynarodowych
standardow. Jednoczesnie zostaly zniesione bariery celne chronigce rodzimy rynek,
co spowodowato znaczacy wzrost konkurencji. Obecnie, w wickszym stopniu niz
kiedykolwiek wcze$niej, plantatorzy i przetworcy muszg by¢ przygotowani do
podporzadkowania si¢ regutom §wiatowego rynku chmielu.

Niniejsze opracowanie ma na celu przedstawienie sytuacji w uprawie, przetwor-
stwie i wykorzystaniu chmielu na $wiecie i w Polsce w ostatnich latach. Podjeto
rowniez probe oceny perspektyw uprawy tego gatunku w Polsce w aspekcie zmian
zachodzacych na §wiatowym rynku chmielu.

Swiatowy rynek chmielu

Od wielu lat areat uprawy chmielu na $wiecie systematycznie si¢ zmniejsza (rys. 1).
Obecnie roslina ta jest uprawiana na powierzchni okoto 47 000 ha, podczas gdy
w roku 1997, a wiec 15 lat temu, plantacje chmielu zajmowaty 60 000 ha. Nalezy
podkresli¢, ze mimo znacznego ograniczenia §wiatowego areatu chmielu produk-
cja alfa kwasow systematycznie wzrasta (rys. 2). Przyczyna takiej sytuacji jest
postep hodowlany i technologiczny, jaki osiagnieto w sektorze uprawy chmielu,
oraz zmiana struktury odmianowej. W ciagu ostatnich kilkunastu lat wprowadzono
do uprawy szereg nowych odmian, charakteryzujacych sie¢ wysokim potencjatem
plonowania oraz podwyzszong zawarto$cia alfa kwasow w szyszkach. Srednia kon-
centracja alfa kwasow u najnowszych supergoryczkowych odmian chmielu siega
14-19%, a potencjal plonowania jest szacowany na 3000-3500 kg-ha' (12, 13,
16). Unowoczesniono réwniez metody produkcji i zmechanizowano najbardziej
pracochlonne czynnosci w uprawie chmielu, co pozwolito na lepsze wykorzysta-
nie potencjatu uprawianych odmian. Przez szereg lat utrzymywala si¢ na $wiecie
tendencja do zwigkszania areatu odmian goryczkowych kosztem aromatycznych
(rys. 3). W 2008 r. nastgpito zrownowazenie powierzchni uprawy obu typow
uzytkowych chmielu, a w nastepnych latach dominujaca pozycje zajety odmiany
goryczkowe. W 2011 r. zajmowaty one 51,5% catego areatu chmielu, podczas gdy
w roku 2005 stanowity 46%. Przyczyna tej zmiany byla poglebiajaca si¢ dyspropor-
cja pomiedzy optacalno$cig uprawy odmian aromatycznych i goryczkowych, spo-
wodowana miedzy innymi uzaleznieniem ceny chmielu od zawartosci alfa kwasow
w szyszkach. Uprawa odmian goryczkowych, charakteryzujacych si¢ znacz-



Stan aktualny i perspektywy uprawy chmielu w Polsce 11

tys. ha 70

60 —

50 T4 —
40 + -

30 —

20 1 —
10 ] -

O T T T T T T T T 1
1997 1999 2001 2003 2005 2007 2009 2011 2012

Rys. 1. Powierzchnia uprawy chmielu na $wiecie w latach 1997-2012

Zrodto: Raporty Miedzynarodowej Organizacji Producentow Chmielu THGC (www.hmelj-giz.si/ihge/) (15).
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Rys. 2. Produkcja alfa kwasow na $wiecie w latach 1997-2011
Zrbdto: Raporty Miedzynarodowej Organizacji Producentdw Chmielu IHGC (www.hmelj-giz.si/ihge/) (15).
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Rys. 3. Powierzchnia uprawy odmian aromatycznych i goryczkowych chmielu na $wiecie
w latach 2005-2012

Zrédto: Raporty Miedzynarodowej Organizacji Producentéw Chmielu IHGC (www.hmelj-giz.si/ihgc/) (15).
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nie wyzsza koncentracjg alfa kwaséw w poréwnaniu z aromatycznymi, a takze za-
zwyczaj wyzszym potencjalem plonowania, daje mozliwo$¢ wyprodukowania tej
samej ilosci alfa kwaséw na mniejszym areale oraz przy mniejszych naktadach.
Z 1 ha plantacji klasycznej odmiany aromatycznej, jak ‘Lubelski’, ‘Zatecki’ czy
‘Hersbrucker’, mozna uzyskaé¢ przecigtnie od 30 do 70 kg alfa kwasow, podczas
gdy z tego samego areatu odmiany supergoryczkowej — od 200 do 400 kg. Obecnie
ponad 77% alfa kwasow wyprodukowanych na §wiecie pochodzi z odmian gorycz-
kowych chmielu, natomiast w roku 2005 byto to 72,5% (8, 9). Od 2010 r. powierz-
chniauprawy odmian aromatycznych na swiecie ustabilizowata si¢ na poziomie okoto
24 000 ha, natomiast areat odmian goryczkowych ograniczono o ponad 3 000 ha,
tj. 12%. Likwidacji ulegly przede wszystkim nasadzenia starych odmian gorycz-
kowych o stosunkowo niskiej koncentracji alfa kwaséw, takie jak: ‘Northern Bre-
wer’, ‘Nugget’ czy ‘Galena’. Ich miejsce zajely odmiany nowoczesne: ‘Hercules’,
‘Apollo’, ‘Super Galena’. Konsekwencjg tych zmian byt znaczacy wzrost produkeji
alfa kwasow (rys. 2).

Gtownym odbiorcg surowca chmielowego jest przemyst piwowarski, ktéry
wykorzystuje ponad 95% $wiatowej produkcji (2). Rynek chmielu jest wigc w duzym
stopniu uzalezniony od kondycji tej gatezi przemyshu. Produkcja piwa na §wiecie sys-
tematycznie rosta do roku 2008, a nast¢pnie trend ten zostat zahamowany i produk-
cja ustabilizowatla si¢ na poziomie okoto 1800 mlin hektolitrow (rys. 4). Analizujac
zapotrzebowanie na alfa kwasy nalezy stwierdzi¢, ze rosto ono znacznie wolniej
niz produkcja piwa, a w ostatnich latach drastycznie si¢ zmniejszyto, mimo stabi-
lizacji na rynku piwa (rys. 5). Przyczyna takiej sytuacji jest znaczne zredukowanie
dawki alfa kwaséw stosowanej do chmielenia piwa (1). W 2005 roku $rednia dawka
alfa kwasoéw wynosita 4,7g-hl! piwa, podczas gdy w 2011 roku jej poziom szaco-
wano na 3,8 g-hl! (9). Jest to spadek o ponad 19%. Powodem tak duzych zmian jest
miedzy innymi udoskonalenie technologii produkcji piwa poprzez wprowadzenie
precyzyjnego dawkowania alfa kwasdéw oraz ich lepsze wykorzystanie w proce-
sie gotowania brzeczki. Bylo to mozliwe dzigki zastgpieniu chmielu prasowanego
przez granulaty i ekstrakty chmielowe, ktore sa obecnie stosowane powszechnie
do chmielenia piwa. Produkty te charakteryzujg si¢ $cisle okreslonym sktadem che-
micznym, co umozliwia dodawanie ich do piwa w takiej ilosci, ktdra odpowiada $cisle
okreslonej dawce alfa kwasow. Istotng cechg produktéw chmielowych jest ich trwatos¢.
Granulaty mogg by¢ przechowywane bez utraty swoich wtasciwosci przez okres 12-18
miesiecy, natomiast ekstrakty nawet przez 5 lat (5). Dzigki temu w latach urodzajnych
nadmiar alfa kwas6w moze by¢ magazynowany, co czgsciowo stabilizuje sytuacje na
rynku. Obecnie chmiel jest niemal w cato$ci przetwarzany na réznego rodzaju produkty.
W 2011 r. okoto 56,5% szyszek chmielu wyprodukowanych na $wiecie przero-
biono na granulaty, a 42,5% na ekstrakty, przy czym udzial ekstraktow w produk-
tach chmielowych stale rosnie (9). Szacuje si¢, ze w 2012 r. zapotrzebowanie na alfa
kwasy bedzie si¢ ksztattowalo na poziomie okoto 7125 t, tj. o prawie 450 t mniej, niz
w roku 2005, mimo ze w tym czasie produkcja piwa wzrosta o 260 min hektolitrow
(9). Taka sytuacja, w polaczeniu ze wzrostem wydajnosci produkcji, przyczynita si¢
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Zrodto: Hopsteiner Committed to the Brewer. 2011 Guidelines for Hop Buying.
(www.hopsteiner.com/pdf/Guidelines_2011.pdf) (9).
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Zrodto: Hopsteiner Committed to the Brewer. 2011 Guidelines for Hop Buying.
(www.hopsteiner.com/pdf/Guidelines_2011.pdf) (9).

do stworzenia duzej nadwyzki alfa kwasow w ogoélnym bilansie §wiatowym. Za-
pasy alfa kwasé6w w postaci trwatych produktéw rosng systematycznie od 2008 r.
powodujac spadek cen surowca. Niestety, perspektywy nie sa korzystne, bowiem
w 2012 r., mimo spadku areatu chmielu na §wiecie, nadal szacuje si¢, ze nadprodukcja alfa
kwaséw bedzie wynosita ponad 1500 t (tab. 1). Odpowiada to w przyblizeniu produkcji
uzyskiwanej z 10 000 ha plantacji chmielu.

Tabela 1
Bilans alfa kwasow na §wiecie w latach 2007-2012
Produkcja . Produkcja | Dawka alfa | Zapotrzebowanie na |Bilans alfa
Rok . Rok zuzycia . . .
codukeii alfa kwasow alfa kwaso piwa kwasow alfa kwasy (t)  |kwasow (t)
TR MM (minhl) | (ghih (d-¢) (b-D
a b c d e f g
2007 6983 2008 1815 4,0 7260 =277
2008 9748 2009 1808 3,9 7051 +2697
2009 10062 2010 1838 3,9 7168 +2894
2010 8192 2011 1854 3,8 7045 +1147
2011 8627 2012 1875 3,8 7125 +1502

Zrodto: Hopsteiner Committed to the Brewer. 2011 Guidelines for Hop Buying.
(www.hopsteiner.com/pdf/Guidelines_2011.pdf) (9).
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Mimo tak duzej podazy alfa kwasow, na rynku $wiatowym odczuwany jest nie-
dobor surowca z odmian aromatycznych chmielu. Wzrost popytu przyczynit si¢ do za-
hamo-wania procesu ograniczania areatu, a nawet nieznacznego wzrostu powierzchni
uprawy tych odmian zaréwno w Europie, jak i USA (6). Zwrot w kierunku odmian aro-
matycznych obserwuje si¢ rowniez w pracach hodowlanych. W wielu krajach zostaty
w ostatnim czasie wprowadzone do uprawy nowe odmiany aromatyczne, tzw.
»flavour hops”, ktore tacza unikalny aromat z wyzsza koncentracja alfa kwasow.
Przyktadem tego typu odmiany jest wyhodowana w Anglii ‘Endeavour’ o aromacie
cytrusowym i koncentracji alfa kwasow w granicach 8,5% oraz uzyskane w Niem-
czech: ‘Polaris’, ‘Mandarina Bavaria’ czy ‘Hiill Melon’ (6, 14).

Sektor produkcji chmielu w Polsce

Uprawa chmielu w Polsce podlega rejonizacji na podstawie Ustawy z dnia 19 grudnia
2003 r. ,,0 organizacji rynkOw owocow i warzyw, rynku chmielu, rynku tytoniu, rynku
suszu paszowego oraz rynkéw Inu i konopii uprawianych na wtdkno” (Dz. U. 2011, Nr
145, poz. 868 z podzniejszymi zmianami). Na podstawie Rozporzadzenia Ministra Rolni-
ctwa i Rozwoju Wsi zostaly okreslone trzy rejony uprawy chmielu: lubelski, wielkopol-
ski oraz dolnos$laski. Wielkos¢ i struktura uprawy chmielu w poszczeg6lnych rejonach jest
zrdznicowana (tab. 2). W lubelskim rejonie uprawy koncentruje si¢ 85,0% krajowego
arealu. Chmiel jest uprawiany przede wszystkim w matych gospodarstwach rodzinnych,
w ktorych powierzchnia chmielnikow ksztaltuje si¢ na poziomie 2 ha. Wiekszo$¢ prac
jest wykonywana samodzielnie, tylko najwicksze gospodarstwa korzystajg z najemne;j
sity roboczej. Mimo niewielkiego areatu, gospodarstwa chmielarskie na Lubelszczyznie
posiadajg specjalistyczne maszyny do uprawy i zbioru oraz indywidualne suszarnie
chmielowe. Najczgsciej uprawa chmielu w tym rejonie nie jest jedynym zroédtem dochodu
w gospodarstwie. W rejonie wielkopolskim, a takze dolnoslgskim, dominujg wyspecjali-
zowane gospodarstwa, nastawione wytgcznie na uprawe chmielu.

W Polsce uprawia si¢ obecnie okoto 1500 ha chmielu, co plasuje nasz kraj na pigtym
miejscu w swiecie 1 trzecim w Europie. Od 2005 roku powierzchnia uprawy systema-
tycznie si¢ zmniejsza (tab. 3). Proces ten do roku 2009 przebiegat stosunkowo wolno,
bowiem ubywato okoto 50-60 ha chmielu rocznie. Wyjatek stanowil rok 2008, w ktorym

Tabela 2
Charakterystyka rejonéw uprawy chmielu w Polsce na podstawie areatu plantacji
zgtoszonych do ewidencji Inspekeji Jakosci Handlowej Artykutow Rolno-Spozywcezych w 2012 r.

Reion upraw Powierzchnia uprawy | Udziat w ogélnym | Liczba planta- | Srednia powierzchnia
Jon uprawy chmielu (ha) areale (%) torow plantacji (ha)
Lubelski 1266,2 85,0 612 2,07
Wielkopolski 154,1 10,3 30 5,1
Dolnoslaski 70,2 4.7 6 11,7

Zrédto: Inspekcja Jakosci Handlowej Artykutéw Rolno-Spozywezych, MRiRW (11).



Stan aktualny i perspektywy uprawy chmielu w Polsce 15

Tabela 3
Powierzchnia uprawy chmielu, liczba plantatoréw oraz $rednia powierzchnia plantacji
w Polsce w latach 2006-2012
Wyszczegdlnienie 2006 | 2007 | 2008 | 2009 | 2010 | 2011 2012
Powierzchnia uprawy (ha) 2234 | 2179 | 2233 | 2167 1840 1646 1491
Liczba plantatorow 1113 | 1066 | 1026 | 1010 859 689 648
Srednia powierzchnia plantacji (ha) 2,01 2,04 2,18 2,15 2,14 2,39 2,30

Zrodto: Inspekcja Jakosci Handlowej Artykuléw Rolno-Spozywezych, MRiRW (11).

areal chmielu zwigkszyt si¢ o ponad 54 ha. Zmiana ta spowodowana byta wyjatkowo
wysokimi cenami surowca w 2007 r. oraz doniesieniami ze $wiatowego rynku
chmielu i piwa o powaznym deficycie surowca w perspektywie nastepnych kilku lat.
Niestety, informacje te nie sprawdzily si¢ i w nastepnych latach wystapita nadproduk-
cja chmielu na §wiecie, co w konsekwencji spowodowato drastyczne obnizenie cen
skupu i zmniejszenie areatu. Najbardziej gwaltowne zmiany widoczne sa w ostat-
nich latach. W 2010 r. powierzchnia uprawy chmielu zostata zredukowana o 15,1%
w stosunku do roku poprzedniego, natomiast w 2011 i 2012 odpowiednio o 10,5%
oraz 9,4%. W ciggu ostatnich trzech lat liczba plantatoréw chmielu zmniejszyta si¢
o ponad 35%. Pozytywnym trendem jest wzrost $redniej powierzchni plantacji, ktora
obecnie przekracza 2 ha.

Nadprodukcja chmielu na $wiecie spowodowata obnizenie cen oraz trudnosci ze
zbytem surowca. Problemy te dotknety rowniez polskich plantatorow. Wg MRiRW
w 2008 1. w Polsce nie zostato skupione 326 t szyszek chmielowych, natomiast
w roku 2009 — 1029 t. Zaktadajac $redni plon z 1 ha plantacji na poziomie 1,5 t, byta
to ilo$¢ wyprodukowana na okoto 700 ha, co stanowilo ponad 30% owczesnego
arealu. Byt to wyrazny sygnat do zmniejszenia produkcji. Zbiory chmielu w Polsce
w 2010 r. byly nizsze o 50% w poréwnaniu z rokiem 2009 (tab. 4). Ztozylto si¢ na
to kilka czynnikéw. Powierzchnia uprawy zostala zredukowana o blisko 330 ha.
W wyniku powodzi, ktora dotkneta rejon o najwyzszej koncentracji uprawy chmielu
w Polsce (gmina Wilkow), zniszczeniu ulegto okoto 300 ha chmielnikow. Wielu plan-
tatorow, przy braku pewnosci zbytu surowca, zdecydowato si¢ na zawieszenie produk-
cji lub ograniczenie liczby przewodnikéw na plantacji (standardowo 4400 przewod-
nikéw na 1 ha, oszczednie — 2200). System polegajacy na doprowadzeniu do kazdej
karpy tylko jednego przewodnika zapewnia przetrwanie roslin w dobrej kondycji,
a jednoczesnie powoduje zmniejszenie naktadow na uprawe chmielu (mniejsza liczba
przewodnikow, mniejsze naktady pracy na naprowadzanie ro$lin i zbidr, oszczgdno$e
srodkéw ochrony roslin). Te radykalne dziatania nie przyniosty znacznej poprawy sy-
tuacji. W 2010 r. ilo$¢ chmielu, jaka pozostata w magazynach plantatorskich, oszaco-
wano na 337 t, natomiast w roku 2011 bylo to 259 t (dane MRiRW).

W Polsce uprawiane sg zar6wno odmiany goryczkowe, jak i aromatyczne, ale ich
areal w ciggu ostatnich lat ulegt do$¢ istotnym zmianom (rys. 6).
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Rys. 6. Areal odmian aromatycznych i goryczkowych w Polsce w latach 2005-2012
Zrédto: Inspekeja Jakosci Handlowej Artykutéw Rolno-Spozywezych, MRiIRW (11).

Przede wszystkim obserwuje si¢ systematyczne zwigkszanie dysproporcji pomiedzy
odmianami aromatycznymi i goryczkowymi, na korzys¢ tych ostatnich. Wynika to
przede wszystkim z malej optacalnosci produkcji odmian aromatycznych. Ich ceny
od wielu lat nie rekompensuja zwigekszonych naktadéow na uprawe, dlatego wielu
plantatorow zdecydowalo si¢ na zastgpienie odmian aromatycznych goryczkowy-
mi. Powierzchnia odmian aromatycznych w Polsce zmniejszyla si¢ z 865,8 ha w 2005
1. do 461,8 ha w 2012 r., tj. 0 46,7%. W tym samym czasie powierzchni¢ bardziej
optacalnych odmian goryczkowych zredukowano o 27,8%. W 2012 r. ich areat
stanowit 69,0% catkowitej powierzchni uprawy chmielu w Polsce, podczas gdy
w roku 2005 byto to 62,2%. Zatamanie w sektorze uprawy chmielu, jakie nastapito
po roku 2009, rowniez w wigkszym stopniu dotkneto odmiany aromatyczne niz go-
ryczkowe (spadek arealu odpowiednio o 34,4% oraz 29,7%).

Struktura odmianowa jest jednym z elementéw wplywajacych na poziom pro-
dukcji alfa kwasow, bowiem odmiany goryczkowe i aromatyczne znacznie rdznig
si¢ pod wzgledem $redniej koncentracji tego sktadnika w szyszkach. U odmian aro-
matycznych warto$¢ ta ksztattuje si¢ w granicach 3-4%, natomiast u goryczkowych
8-14%. Zwigkszanie powierzchni uprawy odmian goryczkowych, powoduje wigc
wzrost potencjatu produkcyjnego alfa kwasow. Proces ten dodatkowo poglebia sig
poprzez zmiany zachodzace w obrgbie obu grup uzytkowych, ktore polegaja na
zastgpieniu starszych, mniej wydajnych odmian, nowymi o wyzszym potencjale plo-
nowania i koncentracji alfa kwasow.

Produkcja alfa kwasow jest wypadkowa areatu chmielu, plonu z jednostki po-
wierzchni oraz koncentracji tego sktadnika w szyszkach. Te dwa ostatnie elementy sg
w duzym stopniu modyfikowane przez warunki agroklimatyczne w poszczegol-
nych latach uprawy. Z tego powodu poziom produkcji alfa kwaséw wykazuje dos¢
znaczne zroznicowanie w poszczegolnych latach (tab. 4).
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Tabela 4
Produkcja chmielu oraz alfa kwaséw w Polsce w latach 2006-2011
2006 2007 2008 2009 2010 2011
Odmiany goryczkowe (t) | 2 014,5 23358 2359,1 27179 14534 1761,2
Odmiany aromatyczne (t)| 874,4 920,3 1 086,8 9743 376,0 500,9
Ogotem chmiel (t) 2 8889 3256,1 34459 3692,2 1829.4 2262,1
Alfa kwasy (t) 172,4 330,6 326,0 2143 120,8 194,5
Zrédto: Inspekceja Jakosci Handlowej Artykutéw Rolno-Spozywezych, MRiRW (11).
Tabela 5
Produkcja piwa w Polsce oraz zapotrzebowanie na alfa kwasy w latach 2004-2012
Rok };g{ 11:5:;? Rok zuzycia PrF) duf:ia Dawka} alfa Zapotrzebowanie na BilanF alfa
. i \ piwa kwasow* kwasow (t)
produkcji sozvt)** alfa kwasow (min hi) (@-hl) alfa kwasy (t) (d-e) (b-f)

a b c d e f g
2004 215,0 2005 30,4 7,0 212,8 +2,2
2005 237,0 2006 32,5 7,0 227,5 +9,5
2006 172,4 2007 35,6 6,5 231,4 -59,0
2007 330,6 2008 36,3 6,3 228,7 +101,9
2008 326,0 2009 32,9 6,0 1974 +128,6
2009 2143 2010 33,5 5,5 184,3 +30,0
2010 120,8 2011 34,9 5.5 192,0 -71,2
2011 194,5 2012 35,0% 5,5 192,5 +2,0

*dane szacunkowe
Zrodto: ** MRiRW (11); *** Canadean & Déhler Polska (w 7); Hopsteiner Committed to the Brewer.
2011 Guidelines for Hop Buying. (www.hopsteiner.com/pdf/Guidelines 2011.pdf) (9).

Produkcja piwa w Polsce dynamicznie wzrastala do roku 2008, po czym za-
notowano lekki spadek i stabilizacj¢ na poziomie okoto 34-35 min hektolitréw rocz-
nie (tab. 5). Dawki alfa kwasow stosowane do chmielenia piwa w Polsce sa wyzsze od
sredniej §wiatowej, ale 1 w naszym kraju zaznacza si¢ tendencja do ich stopniowego
zmniejszaniaz okoto 7 g-hl"' wlatach 90.do 5,5 g-hl"' w chwili obecne;j. Z analizy zapo-
trzebowania browarow i poziomu produkcji alfa kwasow wynika, ze w ostatnich latach
dwukrotnie wystapit znaczny niedobor tego sktadnika na rynku. Taka sytuacja miata
miejsce w 2007 r., ktory byt bardzo niekorzystny z powodu niskich plonow. Byt tez ko-
lejnym rokiem, w ktérym zawartos$¢ alfa kwasow w szyszkach chmielu byta zdecy-
dowanie nizsza od przeci¢tnej. Drugim rokiem, ktory zamknat si¢ ujemnym bilansem
alfa kwasow, byt 2011. Tym razem przyczyng bylo drastyczne zmniejszenie areatu
z powodu dekoniunktury oraz powodzi. Poza tymi wyjatkowymi sytuacjami, przy
przecigtnym poziomie plonowania i koncentracji alfa kwasow, produkcja chmielu
w Polsce jest wystarczajaca dla zaspokojenia potrzeb przemystu piwowarskiego na
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terenie kraju, a nawet je przewyzsza. Nalezy jednak wzig¢ pod uwage, ze czgsé
naszego chmielu jest eksportowana, z drugiej strony krajowe browary importuja
znaczne ilo$ci produktow chmielowych. Wg danych MRiRW w 2010 r. sprowadzo-
no do Polski 1056 t granulatow chmielowych oraz 121 t ekstraktéw. Przy zalozeniu,
ze $rednia zawarto$¢ alfa kwasow w granulacie (typ 90) wynosi 8%, a w ekstrakcie
45%, sprowadzono do naszego kraju okoto 139 t alfa kwasdw, co stanowito blisko
75% szacowanego zapotrzebowania. Sytuacja powtorzyta si¢ rowniez w 2011 r., gdy
zaimportowano ok 117 t alfa kwaséw w postaci granulatow i ekstraktéw, co pokryto
61% zapotrzebowania krajowych browarow. Niestety, eksport szyszek (1198 t
w roku 2010 oraz 454 t w 2011) nie zrekompensowat nadwyzki surowca powstatej
w wyniku nadmiernego importu, w konsekwencji czgs¢ chmielu wyprodukowane-
go przez polskich plantatorow nie zostata kupiona. Jest to tym bardziej zaskakujace,
ze — jak podaje MRiRW — wg danych Komisji Europejskiej ceny chmielu uzyskane
w Polsce w sezonach 2009/10, 2010/11 oraz 2011/12 nalezaty do najnizszych w Eu-
ropie. Srednia cena w naszym kraju wynosita odpowiednio 2,79 EUR, 3,05 EUR
oraz 2,77 EUR za kg szyszek chmielowych. Srednia cena w EU ksztattowata si¢ na
poziomie 4,55 EUR, byta wiec od 33 do 39% wyzsza.

Perspektywy

Niestety wydaje si¢, ze w najblizszych latach sytuacja na rynku chmielu nie ule-
gnie radykalnej poprawie. Prawdopodobnie optacalno$¢ produkeji chmielu pozosta-
nie niska, bowiem w umowach kontraktacyjnych na lata 2012-2016 proponuje si¢
ceny na poziomie 12-16 zt za kg szyszek, co praktycznie nie pokrywa wszystkich
kosztow produkcji. Nalezy jednak podkresli¢, ze wielu plantatoréw nadal nie ma
podpisanych wieloletnich umow 1 beda oni sprzedawa¢ chmiel po cenach wolno-
rynkowych. Poziom tych cen bedzie zalezatl od rozwoju sytuacji na §wiatowym
rynku chmielu. Systematyczne zmniejszanie areatu tego gatunku na Swiecie praw-
dopodobnie doprowadzi do wyrdwnania poziomu podazy i popytu, co w konse-
kwencji powinno spowodowaé wzrost cen surowca. Niestety, proces ten moze by¢
dhugotrwaty ze wzgledu na duze zapasy alfa kwaséw zmagazynowane w postaci
trwatych produktéw, ktore sg oferowane browarom po niskich cenach. Oznacza to,
ze w perspektywie kolejnych kilku lat ceny chmielu nie wzrosng znaczaco. Sytuacja
plantatoréw bedzie wiec coraz trudniejsza. Na rynku utrzymajg si¢ ci, ktérzy beda
w stanie obnizy¢ koszty produkcji tak, aby zachowaé rentownos$¢ gospodarstwa
nawet przy niskim poziomie cen surowca.

Innym problemem jest przywrocenie stabilizacji zbytu chmielu. Z przeprowa-
dzonej analizy wynika, ze gléwna przyczyna trudnosci ze sprzedaza wyprodu-
kowanego surowca jest nadmierny import do Polski produktow chmielowych. Pod
wpltywem naciskow ze strony MRiRW oraz przedstawicieli kupcow i plantatoréw
chmielu, branza piwowarska podjela zobowigzanie o sukcesywnym zwickszaniu
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wykorzystania krajowego surowca. W 2013 r. browary maja zaspokoi¢ 70% za-
potrzebowania przy uzyciu chmielu wyprodukowanego w Polsce, a w 2016 r. za-
deklarowaty korzystanie z polskiego surowca w 90%. Jesli zobowigzania te wejda
w zycie, w pewnym stopniu ustabilizujg sytuacj¢ na krajowym rynku. Niestety, na
wyrazne efekty tego rozwigzania trzeba rowniez poczekac kilka lat.

Obserwowane w ostatnim czasie ozywienie w sektorze odmian aromatycznych
jest spowodowane zmniejszeniem areatu, co skutkuje niedoborami surowca z tych
odmian na rynku. Drugim czynnikiem jest wzrost zainteresowania konsumentow
piwami petnymi, mocno chmielonymi oraz smakowymi. Ten sektor produkcji piwa
W ostatnim czasie szybko si¢ rozwija, co budzi nadziej¢ na wzrost zapotrzebowania
na chmiel typu aromatycznego. Trzeba jednak pamietaé, ze nadal jest to produkcja
niszowa, co oznacza, ze jej potrzeby moga by¢ bardzo szybko zaspokojone.

Nadzieje na ustabilizowanie sytuacji budzi fakt, ze w 2012 r. wigkszo$¢ kupcow,
chcac zapewni¢ sobie pewny dostep do surowca, zawarto z plantatorami chmielu
dhugoletnie umowy kontraktacyjne. Takie umowy dajg gwarancje zbytu surowca
i uzyskania dochodu w dhuzszej perspektywie czasowej, co przy uprawie gatunkow
wieloletnich, takich jak chmiel, jest szczegdlnie istotne.
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KIERUNKI BADAN NAUKOWYCH WSPIERAJACE DOSKONALENIE
GENOTYPOW CHMIELU*

Wstep

Doskonalenie odmian chmielu jest jednym z najwazniejszych czynnikéw
wzrostu produkcji. Wielkos¢ i tempo postepu hodowlanego w chmielarstwie zalezg
od wykorzystania osiggni¢¢ naukowych w zakresie genetycznych podstaw procesow
i zjawisk zwigzanych z ulepszaniem genotypoéw chmielu, a takze wdrazania nowo-
czesnych metod wspierajacych prace hodowlane. W tworzeniu nowych odmian coraz
szerzej wykorzystywane sa techniki molekularne, utatwiajace dobér odpowiednich
form rodzicielskich do krzyzowan oraz selekcje uzyskanych materiatow pod katem
pozadanych cech. Ulepszanie odmian chmielu wspomagane jest rowniez metodami
biotechnologicznymi, takimi jak poliploidyzacja genomoéw lub kultury tkankowe
w warunkach in vitro. Zastosowanie nowoczesnych technologii do ulepszania geno-
typow chmielu bedzie w najblizszej przysztosci jednym z najistotniejszych czynnikow
wplywajacych na dynamike postepu biologicznego w produkcji tego gatunku.

I. Markery molekularne

Rozwdj technik molekularnych spowodowat powstanie licznych systemoéw mar-
kerow molekularnych wspomagajacych prace hodowlane. Stwarza to mozliwosé
prowadzenia selekcji ros$lin w oparciu o genotyp, a nie tylko na podstawie obserwacji
fenotypowych. Dzigki temu proces selekcji zostat znacznie skrocony i przede wszyst-
kim uniezalezniony od warunkow srodowiska. Markery molekularne pozwalaja na
wykrywanie réznic w genomie na poziomie sekwencji nukleotydowej. Moga wiec
by¢ bardzo przydatnym narz¢dziem do precyzyjnego rozrdzniania odmian chmielu,
ustalania ich pokrewienstwa, okreslania ptci potomstwa oraz wykrywania obecnosci
gendw warunkujacych odporno$¢ na choroby Iub szkodniki, a takze cechy jakosciowe.

Znajomo$¢ genetycznego zroéznicowania odmian chmielu oraz stopnia ich pokre-
wienstwa jest szczegoélnie istotna dla hodowcow, pomaga bowiem w precyzyj-

*Opracowanie wykonano w ramach zadania 3.5 w programie wieloletnim TUNG-PIB
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nym konstruowaniu programéw hodowlanych. Dobér odpowiednich partnerow
do krzyzowan pozwala realizowac¢ strategie hodowlane skierowane na uzyskanie
réznorodnych celow. Prawidtowa identyfikacja genotypow chmielu jest rowniez
podstawa funkcjonowania bankow genow. Cechy morfologiczne ro$lin oraz sktad
chemiczny szyszek podlegaja wptywom warunkow Srodowiskowych, dlatego
charakteryzuja si¢ duza zmiennos$ciag w latach i rejonach uprawy. Z tego powodu
identyfikacja genotypow chmielu w oparciu o obserwacje roslin i analizy chemicz-
ne surowca bywa niewystarczajaca, szczegolnie w przypadku braku danych o po-
chodzeniu obiektow. Analiza zmienno$ci na poziomie DNA umozliwia prawidtowa
identyfikacj¢ genotypow podobnych czy wrecz identycznych pod wzgledem genety-
cznym, a takze pozwala na uzyskanie precyzyjnych informacji o pochodzeniu odmian
oraz ich pokrewienstwie. Prawidtowa identyfikacja odmian chmielu jest rowniez
istotna dla przemystu piwowarskiego. Kazda odmiana chmielu jest specyficzna
pod wzgledem zawarto$ci oraz sktadu zywic 1 olejkow chmielowych, nadaje wigc
piwu charakterystyczny smak i aromat. Sktad chemiczny szyszek chmielowych jest
w duzym stopniu modyfikowany przez czynniki glebowe i klimatyczne w poszcze-
golnych rejonach uprawy chmielu oraz latach zbioru. Z tego powodu rozréznianie
odmian chmielu na podstawie parametrow chemicznych bywa zawodne, a w przy-
padku mieszaniny odmian jest wiasciwie niemozliwe. Metody molekularne opar-
te na analizie DNA rozwiazuja te problemy, poniewaz wspomagaja i ostatecznie
potwierdzaja rezultaty uzyskane na podstawie badan morfologicznych oraz analiz
chemicznych.

Jeszcze kilka lat temu najczgsciej wykorzystywana technika do identyfikacji
odmian chmielu byta metoda RAPD (ang. random amplified polymorphic DNA).
Polega ona na losowej amplifikacji polimorficznego DNA, dzigki zastosowaniu do
reakcji PCR jednego dziesigcionukleotydowego startera o dowolnie wybranej se-
kwencji, co prowadzi do uzyskania kilku badz kilkunastu produktéw. T s u ¢ h i-
y a i in. (51) wykorzystali t¢ metod¢ do odrdznienia 12 komercyjnych odmian
chmielu oraz potwierdzili jej skuteczno$¢ w rozpoznawaniu mieszaniny odmian.
Sustar-Vozli¢iJavornik (48)wykorzystali technike RAPD do rozrézniania
65 odmian chmielu pochodzacych z catego $wiata. Udato im si¢ sklasyfikowac po-
szczegblne odmiany do grup europejskiej i potnocnoamerykanskiej. Uzytecznose
stosowania tej metody zostata rowniez potwierdzona w kolejnych badaniach (30,
34). W ostatnich latach obserwuje si¢ odej$cie od markerow molekularnych RAPD
na rzecz markerow AFLP (ang. amplified fragment length polymorphism) oraz mi-
krosatelitarnych. Jest to spowodowane tym, ze markery RAPD, pomimo swojej
prostoty i tatwosci generowania, maja jedng zasadniczg wade — niska powtarzalno$¢,
wynikajaca gtéwnie z obnizonej temperatury przylaczania starterow podczas reakcji
PCR. Uzyskiwanie markerow AFLP polega na trawieniu identyfikowanego DNA
dwoma enzymami restrykcyjnymi, ktore rdznig si¢ czesto$cig rozpoznawania
miejsc restrykcyjnych (52). Pierwszy enzym — najczgsciej EcoRlI, trawi DNA z matg
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czegstoscig, natomiast drugi — Msel —z duza. W wyniku dziatania enzymow otrzy-
muje si¢ liczne fragmenty DNA, do ktorych w kolejnym etapie AFLP dotaczane sg
10-30 nukleotydowe adaptory. Zawieraja one dwie czgsci — sekwencj¢ rdzeniowg
o diugosci kilkunastu nukleotydow oraz sekwencje specyficzng dla miejsca re-
strykcyjnego. Na podstawie sekwencji adaptorow syntetyzuje si¢ startery AFLP,
ktore sktadajg si¢ z trzech czg$ci: regionu homologicznego do cze¢$ci rdzeniowej
adaptora (przy koncu 5’), czesci srodkowej odpowiadajacej sekwencji miejsca re-
strykcyjnego oraz czesci selekcyjnej (przy koncu 3°). Po przylaczeniu adaptorow,
DNA jest poddawane dwom amplifikacjom PCR — preamplifikacji oraz selektywnej
amplifikacji. Te dwa ostatnie etapy przebiegaja z uzyciem specyficznych starterow
posiadajacych przy koncu 3’ od jednego (w przypadku preamplifikacji) do czte-
rech selekcyjnych nukleotydow (w przypadku selektywnej amplifikacji). Liczba
nukleotydow obecnych przy koncu 3’ startera zastosowanego w ostatnim etapie
AFLP warunkuje liczbe otrzymanych fragmentow DNA. Im jest ich mniej, tym licz-
ba uzyskanych w efekcie produktow PCR jest wigksza (52). Badania prowadzone
z wykorzystaniem markerow AFLP pozwolily na okreslenie zakresu zréznicowania
genetycznego wsrod odmian uprawnych chmielu oraz zrédet ich pochodzenia (16,
38, 50). Wiekszosc¢ badaczy wyroznita dwie gtdéwne grupy odmian, odzwierciedlajace
ich pochodzenie oraz kierunki hodowli. Pierwsza grupa obejmuje gtownie geno-
typy aromatyczne, wywodzace si¢ od odmiany botanicznej Humulus lupulus var.
lupulus wystepujacej na terenie Europy, natomiast druga grupa zawiera odmiany
goryczkowe, uzyskane przez krzyzowanie form europejskich z dzikimi genotypami
poéocnoamerykanskimi.

Mikrosatelity, czyli proste powtdrzenia sekwencji (SSR) (ang. simple sequence
repeats) sa krotkimi (1-5 par zasad), powtarzajgcymi si¢ okresowo fragmentami
sekwencji DNA, ktore w duzej liczbie wystepuja w genomach eukariotycznych.
Zmienno$¢ dtugosci mikrosatelit wynika ze zmian w liczbie powtdérzen wspom-
nianych krotkich fragmentow, ktore sg tatwo wykrywane za pomoca reakcji PCR
(44). Duza zaleta markerow mikrosatelitarnych jest ich kodominujacy charakter,
pozwalajacy na rozrdznienie u heterozygot komponentow pochodzacych od form
rodzicielskich. Pierwsze badania nad mikrosatelitami u chmielu prowadziliBrady
i in. (6). Wyselekcjonowali oni 4 markery mikrosatelitarne uzyteczne w okreslaniu
zroznicowania genetycznego chmielu uprawnego i dzikiego. Podobne badania prowa-
dziliJak§e i in. (21), ktorzy dla czterech /loci mikrosatelitarnych zidentyfikowali
63 allele. W pozniejszym okresie opracowano 25 markeréw mikrosatelitarnych,
o motywach GA, GT, ACA, AGA, CAG i ACTC, ktore amplifikowaly 256 r6znych
alleli (44). Jak se 1 in. (20) podjeli probe porownania mozliwosci okreslenia
zmienno$ci genetycznej za pomoca dwoch rodzajow markerow molekularnych:
mikrosatelit i AFLP. Uzyskane metoda UPGMA dendrogramy pokrewienstw gene-
tycznych badanych genotypoéw chmielu wykazywaty niskg korelacje migdzy dwoma
systemami markerow. Dendrogram stworzony dla markeréw mikrosatelitarnych
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wykazywal dos¢ dobre grupowanie spokrewnionych genotypow chmielu, podczas
gdy dendrogram AFLP lepiej odwzorowywat pokrewienstwa $cisle zwigzanych ze
sobg genotypow, a ponadto umozliwit odréznienie geograficznie odlegtych geno-
typow.

Do oceny zroznicowania genetycznego chmielu na podstawie jego rDNA,
wykorzystywane byly takze markery molekularne RFLP (ang. restriction frag-
ment length polymorphism) (35). Technika RFLP polega na generowaniu wielu
fragmentéw DNA powstajacych w czasie specyficznego trawienia za pomocg en-
zymoOw restrykcyjnych rozpoznajacych okreslone miejsca w tancuchu DNA. Poli-
morfizm generowanych fragmentow wynika gtownie z mutacji w miejscach re-
strykcyjnych. W chmielu rDNA wystepuje w dwoch wariantach dtugosci 10,3 19,3
tysiecy par zasad i jest reprezentowane przez 3 fenotypy: A, B i C, ktdre udato si¢
ustali¢ dzigki zastosowaniu do trawienia restryktazy Xhol (35). Wyniki przepro-
wadzonych badan z wykorzystaniem markerow RFLP pozwolity na stwierdzenie, ze
potnocnoamerykanskie odmiany chmielu wywodza si¢ ze skrzyzowania genotypow
europejskich z miejscowymi — potnocnoamerykanskimi.

Techniki molekularne okazaty si¢ rowniez niezwykle przydatnym narzedziem
wspomagajacym selekcje pozadanych genotypdéw chmielu w pracach hodow-
lanych. Markery molekularne zwigzane z okre$lonymi cechami pozwalaja na
szybka identyfikacje wtasciwych osobnikoéw we wczesnych fazach rozwojowych
roslin, co znacznie przyspiesza proces selekcji. W przypadku chmielu, ktory jest
gatunkiem dwupiennym, niezwykle istotne jest wczesne rozpoznanie plci poszcze-
golnych osobnikéw. Jedynie osobniki zenskie wytwarzajg szyszki bedace surow-
cem dla przemystu piwowarskiego, dlatego podlegaja one wielokierunkowej ocenie
i selekcji w warunkach polowych. Obecno$¢ osobnikow meskich na plantacji jest
niepozadana, poniewaz powoduja one zapylenie kwiatostandw, a w konsekwencji
wytworzenie nasion w szyszkach. Szyszki zawierajace nasiona charakteryzuja si¢
gorszymi cechami jako$ciowymi, co utrudnia selekcje perspektywicznych geno-
typow. Zastosowanie markeré6w molekularnych pozwala na okreslenie plci roslin
chmielu w fazie siewek. Eliminuje to konieczno$¢ oczekiwania na wytworzenie
kwiatostanéw, co w przypadku chmielu trwa zwykle 2-3 lata od wysiania nasion.
W ostatnich latach opracowano markery mikrosatelitarne, stosowane do rozrézniania
ptci, wykrywajace osobniki meskie. Zostaly one opracowane dla chmielu euro-
pejskiego, polnocnoamerykanskiego i japonskiego (22). Do rozrézniania ptci chmie-
lu wykorzystano rowniez markery ISSR (ang. inter simple sequence repeat). Duzy
polimorfizm markerow ISSR bazuje na duzej liczbie i wysokiej zmiennosci mikro-
satelit w genomie. Startery reakcji PCR w tej technice zawierajg fragmenty komple-
mentarne do motywow mikrosatelit, ale rowniez 1-3 nukleotydowe kotwice na koncu
5’ 1lub 3. Pozwalaja one na amplifikacje regionéw pomigdzy sgsiadujgcymi motywa-
mi mikrosatelitarnymi (10). Testowano 25 starteroéw ISSR na chmielu pochodzacym
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z Rosji 1 Europy. Dwa z nich generowaly fragmenty specyficzne dla meskich roslin
chmielu. Na podstawie sekwencji tych fragmentow opracowano dwie pary starterow
dla markerow STS (ang. sequence tagged site) uzytecznych do wykrywania osob-
nikéw meskich (10).

Gtownym zadaniem prac hodowlanych jest uzyskanie odmian chmielu
odpowiadajacych wymaganiom przemystu piwowarskiego oraz plantatoréw. Pod-
stawowymi cechami branymi pod uwage w ocenie warto$ci odmian sg potencjat
plonowania i zawarto$¢ alfa kwasow. Cechy te oceniane sa w roslinach chmielu
bezposrednio na podstawie pomiaru wielkosci plonu szyszek oraz ich analizy che-
micznej. Najczgsciej pierwsze wyniki plonowania i zawartosci alfa kwaséw mozna
uzyska¢ w trzecim roku wzrostu roslin w warunkach polowych, przy czym ocene
nalezy prowadzi¢ przez kilka lat ze wzgledu na duze uzaleznienie tych cech od wa-
runkéw pogodowych, szczegodlnie u roslin mtodych. Powoduje to znaczne wydtuzenie
cyklu hodowlanego. W celu przyspieszenia selekcji oraz zwigkszenia efektywnosci
prac hodowlanych podejmowane sg préoby odnajdywania loci cech ilosciowych
QTL (ang. quantitative trait loci), dotyczacych zawarto$ci alfa kwasdéw oraz plonu.
Cerenak i Javornik(8) wykorzystaty markery AFLP i mikrosatelitarne do
poszukiwania loci zwigzanych z syntezg alfa kwasdéw. Analiza wynikéw wykazala
istnienie 4 potencjalnych QTL-6w (alpha 1-4). Dalsze badania doprowadzity do od-
nalezienia potencjalnych QTL-6w dla plonu oraz wagi suchych szyszek (9, 19).

Waznym kierunkiem hodowli chmielu jest odporno$¢ na choroby i szkodniki.
Klasyczna hodowla odpornosciowa opiera si¢ na selekcji prowadzonej w warunkach
duzego nasilenia czynnika chorobotwoérczego. Moga to by¢ warunki naturalne lub
sztuczne, jednak w obu przypadkach selekcji pozadanych genotypow dokonuje si¢
na podstawie reakcji rosliny gospodarza na czynnik chorobotwoérczy. Reakcja ta
moze wyrazaé si¢ poprzez wystepowanie objawow chorobowych o réznym nasile-
niu, wowczas selekcje pozadanych pojedynkéw mozna przeprowadzi¢ na podstawie
obserwacji symptomow. W przypadku braku objawow choroby stosuje si¢ labora-
toryjne metody oceny, takie jak serologiczny test ELISA lub analiza PCR. Testy
biologiczne posiadaja wiele ograniczen. Przede wszystkim sg uzaleznione od wa-
runkoéw srodowiska, fazy rozwojowej rosliny gospodarza oraz patogeniczno$ci czyn-
nika chorobotwoérczego. Wymagaja duzej starannosci wykonania i wielu powtdrzen,
dlatego sg bardzo pracochtonne. Znaczacy wzrost efektywnosci prac hodowlanych
mozna uzyska¢ stosujac markery molekularne identyfikujace geny warunkujace
ceche odpornosci. Markery pozwalajg na precyzyjng selekcje pozadanych geno-
typdw we wczesnej fazie rozwoju roslin, z pominigciem pracochtonnych testow
odpornosciowych. Dotychczas opracowano markery AFLP dla pochodzacego z od-
miany WyeTarget genu R2 warunkujacego odporno$¢ na maczniaka prawdziwego
chmielu (Podosphaera macularis). Obecnie znanych jest 6 markeréw AFLP dla
genu R2, przy czym dwa sg szczegdlnie silnie sprzezone z cechg odpornosci (1,7cM)
(39). Opracowano rowniez 2 markery AFLP dla pochodzacego z odmiany Buket
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genu Rbu, ktéry podobnie jak R2 warunkuje odpornos¢ na maczniaka prawdziwe-
go (40). Prowadzone sa rowniez prace nad opracowaniem markerow zwigzanych
z odpornoscig chmielu na mszyce¢ sliwowo-chmielowa oraz werticilioze (8, 19).

W przysztosci markery molekularne beda stosowane coraz czesciej, poniewaz
W znaczny sposob przyspieszaja proces hodowlany i ograniczajg koszty. W chwili
obecnej najczesciej stosowanym systemem markerow sa mikrosatelity. Dotych-
czasowe badania z ich zastosowaniem ograniczaly si¢ do niewielkiej liczby
markerow mikrosatelitarnych w granicach od 8 do 24 (4, 18, 22, 31), lecz osta-
tnio opracowano ponad 1000 nowych mikrosatelit (23). Wigksza liczba markerow
molekularnych, ktore obejmujg loci rownomiernie roztozone na chromosomach,
jest niezbedna dla rozwoju narzedzi do mapowania genow, ktore znajda zastoso-
wanie w ulepszaniu roslin uprawnych (23). Dodatkowo, caly czas wprowadzane
sa nowe techniki, jak np. DarT (ang. diversity arrays technology) — bazujaca na
mikromacierzach. Przy uzyciu tej metody zidentyfikowano ponad 700 polimor-
ficznych markeréw, ktore wykorzystano do rozrézniania chmielu pochodzacego
z r6znych rejondéw geograficznych (17).

I1. Poliploidyzacja genomow

Szeroko stosowanym sposobem poprawy potencjatu plonowania ros$lin
uprawnych jest metoda poliploidyzacji genomow. W przypadku chmielu za naj-
bardziej optymalny stopien ploidalnosci uwaza si¢ poziom triploidalny. Niewatpliwie
najwicksza zaleta triploidow (2n=3x=30 chromosomow) w poréwnaniu z roslinami
diploidalnymi (2n=2x=20 chromosomoéw) jest to, ze nie zawigzuja one nasion
w szyszkach (26). Z punktu widzenia przemystu piwowarskiego, obecno$¢ nasion
jest niepozadana, bowiem zawarte w nich tluszcze i1 biatka wptywaja niekorzyst-
nie na proces fermentacji piwa. Najwazniejsza z uzytkowego punktu widzenia
wiasciwoscia jatowych roslin chmielu jest zdolnos¢ do wytwarzania wysokiej
jakosci surowca, tj. o wiekszej zawartosci zywic migkkich, garbnikow i polifenoli
(24). Ponadto chmiel triploidalny, z uwagi na obecno$¢ dwoch genomoéw odmiany
matecznej 1 jednego odmiany ojcowskiej, jest zblizony genotypowo i fenotypowo
do odmiany matecznej. W hodowli chmielu to podobienstwo ro$lin triploidalnych
do osobnikow matecznych jest szczegolnie istotne, gdyz pozwala na zachowanie
wickszosci korzystnych cech odmiany wyjsciowej. Z drugiej jednak strony ge-
nom whniesiony przez rosliny meskie w mniejszym lub wigkszym stopniu poszerza
skale zmienno$ci gatunku oraz utatwia otrzymanie genotypéw o nowych cechach
uzytkowych, np. odpornosci na choroby. Wsérod zalet chmielu triploidalnego nalezy
rowniez wymieni¢ wlasciwos¢ szybkiego zamykania szyszek po ich uformowaniu,
co ogranicza mozliwos¢ porazenia przez grzyby Pseudoperonospora humuli i Podo-
sphaera macularis, powodujace odpowiednio maczniaka rzekomego i prawdziwego
chmielu (45). Szyszki sa mniej podatne na kruszenie, co przy maszynowym zbiorze
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1 pakowaniu surowca pozwala unikng¢ wigkszych strat cennej dla browarnictwa
lupuliny. Istnieje rowniez poglad, ze rosliny triploidalne chmielu charakteryzuje
wieksza niz w przypadku diploidéw zywotnos¢ 1 bujnosc.

Proby badan nad poliploidalnym chmielem podjeto juz w 1948 r., kiedy po raz
pierwszy zastosowano chemiczng metode poliploidyzacji roslin (11). W wyniku
traktowania mtodych siewek roztworem kolchicyny uzyskano rosliny miksoploi-
dalne niektorych odmian chmielu. Wéréd potomstwa otrzymanego ze swobodnego
zapylenia zidentyfikowano ro$liny triploidalne. Pionierskie prace D a r k’ a (10)
nad chmielem triploidalnym, kontynuowane byty przez N e v e * a (45), nast¢pnie
przez Haun ol d’ a(13), asyntetyczne opracowanie na temat hodowli poliplo-
idéw chmielu zostato opracowane przez K r a 1j (25). W Polsce prace zmierzajace
do otrzymania triploidow chmielu rozpoczgto pod koniec lat 60. ubieglego stulecia
w Wyzszej Szkole Rolniczej w Lublinie (45). Kolejne badania prowadzono w latach
90., niestety nie zaowocowaly one wprowadzeniem do rejestru triploidalnych od-
mian uprawnych.

Notowany w ostatnich latach wzrost potencjatu produkcyjnego i konkurencyjnosci
zagranicznych odmian w stosunku do polskiego chmielu sktonity do podjecia prob
uzyskania jego odmian triploidalnych. Prace prowadzone sg w Instytucie Uprawy
Nawozenia i Gleboznawstwa — Panstwowym Instytucie Badawczym w Putawach,
a wybrane do badan odmiany reprezentuja rézne typy uzytkowe. Jedng z nich jest
goryczkowa odmiana ‘Marynka’, charakteryzujaca si¢ wysoka zawarto$cig alfa
kwasow oraz korzystnymi cechami aromatu. Kolejne to supergoryczkowa odmiana
‘lunga’ o zawarto$ci alfa kwasow przekraczajacej 12% i1 bardzo wysokim potencjale
plonowania oraz aromatyczna odmiana ‘Sybilla’.

W procesie uzyskiwania ro$lin triploidalnych posrednim ogniwem sg rosli-
ny tetraploidalne (2n=4x=40 chromosoméw). Sg one krzyzowane z diploidalnymi
osobnikami me¢skimi, dajac w potomstwie formy triploidalne. W badaniach zasto-
sowano metode indukcji tetraploidéw z wykorzystaniem $rodkow mutagennych.
W tym celu merystemy wierzchotkowe pochodzace z roslin rosnacych w warunkach
in vitro umieszczano w ptynnej pozywce MS zawierajacej rozne stezenia kolchicy-
ny: 0,01%, 0,05%, 0,1%. Inkubacja materiatu roslinnego przebiegata na wytrzasarce
rotacyjnej w temperaturze 25°C przez 24h, 48h i 72h przy oswietleniu (20umol
m?2-s1). Po zakonczeniu ekspozycji stozki wzrostu plukano w wodzie, przenoszo-
no na pozywke agarowg MS w celu wzrostu pedow, a nastepnie ryzogenezy (rys.
1). Ostatecznie, zywotne i dobrze ukorzenione ro$liny przenoszono do miniszkla-
renek wypetionych mieszaning torfu z perlitem. Dalszy wzrost roslin przebiegat
w szklarni (rys. 3).
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a)
Rys. 1. Wzrost stozkoéw wzrostu chmielu w kulturach in vitro po:
a) 5, b) 21dniach od zabiegu kolchicynowania
Zrédto: dokumentacja wlasna.

b)
Rys. 2. Regeneracja pedéw chmielu w kulturach in vitro. Fragmenty todyg odmiany Sybilla po:
a) 1, b) 28 dniach wzrostu na podtozu wzbogaconym w IAA i BAP
Zrédto: dokumentacja wiasna.

Rys. 3. Mtode sadzonki tetraploidalnych roslin chmielu

Zrédto: dokumentacja whasna.
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Prowadzono réwniez proby uzyskania tetraploidow, polegajace na wykorzysta-
niu znacznego poziomu naturalnej endopoliploidyzacji, wystepujacej w komorkach
somatycznych roslin. Zastosowano metode organogenezy posredniej pedéw w kul-
turze in vitro. Technika ta jest uznawana za trudng z uwagi na to, ze efektywnos¢
poliploidyzacji zalezy od kilku czynnikéw, migedzy innymi od uzytego genotypu,
sktadu pozywki, zawartosci hormonow, jak i zrodta eksplantatu. Do badan uzyto
opisane powyzej trzy odmiany chmielu oraz dwa rodzaje eksplantatéw: fragmenty
lodyg i ogonkow lisciowych. Materiat roslinny, po uprzedniej dezynfekcji, wytozono
na pozywke do indukcji tkanki kalusowej (32). Po uptywie 8 tygodni kalus zostat
przeniesiony na podtoza inicjujace tworzenie pedow (rys. 2). W celu poprawy
potencjatu organogenetycznego tkanki kalusowej do podtozy wzrostowych doda-
no kwas indolilo-3-octowy (IAA) w stezeniach 0,1 mg-1"' 0,5 mg-I"' w kombinacji
z trzema cytokininami: benzyloaminopuring (BAP) — Img/l i 2 mg/l, N6-2- isopentyl
adening (2iP) — 3mg-1"'i 6 mg-1"'oraz rybozydem zeatyny 2mg-1" i 5 mg-1"\. Ogdtem
przetestowano 12 kombinacji pozywek. Wszystkie zregenerowane pedy o dlugosci
powyzej 1 cm odcinano od kalusa i przenoszono na pozywke ukorzeniajacg. Do-
brze ukorzenione rosliny przenoszono do substratu torfowego i adaptowano do wa-
runkéw szklarniowych (rys. 3).

W celu oceny stopnia ploidalno$ci roslin poddanych dziataniu kolchicyny, jak
rowniez uzyskanych w wyniku organogenezy posredniej peddéw, wykorzystano
nowoczesng technik¢ pomiaru zawartosci DNA z uzyciem cytometru przeptywowe-
go Beckman Coulter Cell Lab Quanta™ S.C. Identyfikacja roslin tetraploidalnych
odbywata si¢ w fazie mlodych sadzonek, co pozwolito na wczesng selekcje geno-
typdw rdznigcych si¢ stopniem ploidalnosci i ograniczenie zajmowanej powierzchni
szklarniowe;.

Analiza cytometryczna ro$lin traktowanych kolchicyng wykazata obecnosé
osobnikéw o réznym stopniu ploidalnosci, w tym diploidow 2n=2x=20, tetraploidow
2n=4x=40 oraz miksoploidéw, tj. zawierajgcych w tkankach somatycznych zaréwno
komorki diploidalne, jak i tetraploidalne. Sposrdd trzech badanych odmian najwigksza
efektywnos$¢ poliploidyzacji uzyskano dla odmiany ‘lunga’. W wyniku przeprowadzo-
nych prac uzyskano ponad 70 roslin tetraploidalnych. W przypadku odmiany ‘Maryn-
ka’ skutecznos¢ poliploidyzacji wyniosta od kilku do kilkudziesieciu procent. Efektem
tego bylo uzyskanie 48 roslin tetraploidalnych. Najstabiej zabiegowi poliploidyzacji
poddata si¢ odmiana ‘Sybilla’ z ktérej uzyskano 28 tetraploidow.

Analiza zawartosci DNA roslin uzyskanych w wyniku organogenezy posred-
niej wykazata wyrazny wplyw genotypu na efektywno$¢ poliploidyzacji. Najwiekszy
udzial roslin tetraploidalnych stwierdzono u odmiany ‘lunga’, a najmniejszy u od-
miany ‘Marynka’. Ponadto na efektywnos¢ poliploidyzacji miat wptyw rodzaj uzytego
eksplantatu. Uwszystkichbadanych odmiannajwigkszy procentowyudziat tetraploidow
stwierdzono wsrod regenerantow uzyskanych z ogonkow lisciowych, a najmniejszy
w populacji roslin zregenerowanych z todygi.
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Otrzymane w trakcie badan rosliny teraploidalne postuzyly jako materiat
wyjsciowy do uzyskania triploidow 2n=3x=30. Wykonano krzyzowania z dziko
rosngcymi diploidalnymi osobnikami meskimi, w wyniku ktérych uzyskano
populacje roslin triploidalnych. Rosliny te zostang ocenione pod wzgledem cech
agronomicznych w nastepnych latach badan.

I11. Kultury merystemow i uwalnianie roslin od wiruséw i wiroidow

Specyfika uprawy chmielu, podobnie jak innych roslin wieloletnich, rodzi wiele
problemoéw zwigzanych z brakiem zmianowania. Jednym z nich jest systematycz-
ne obnizanie si¢ zdrowotnosci roslin, spowodowane nagromadzeniem patogenow,
zaréwno w ro$linach jak i w glebie. Na plantacjach chmielu uprawia si¢ wytacznie
ro$liny zenskie, ktore sa rozmnazane w sposob wegetatywny, co dodatkowo sprzy-
ja rozprzestrzenianiu patogendéw. Sytuacje t¢ poteguje fakt, ze uprawa chmielu
w Polsce jest bardzo skoncentrowana. Okoto 1300 ha, tj. blisko 83% areatu, znajduje
si¢ w lubelskim rejonie uprawy, przy czym najwigksze skupisko plantacji chmielu
umiejscowione jest na zyznych madach nadwislanskiej gminy Wilkow. Szczegdl-
nie niebezpieczne dla upraw wieloletnich sa patogeny, takie jak wirusy i wiroidy,
ktorych nie mozna zwalcza¢ przy uzyciu chemicznych metod ochrony roslin. Do
najgrozniejszych wirusow wystepujacych w roslinach chmielu nalezg: wirus mo-
zaiki jabloni Apple mosaic virus (ApMYV) oraz wirus mozaiki chmielu Hop mosaic
virus (HpMV) (41). Sposrod wiroidoéw, na plantacjach chmielu w Polsce najczgsciej
notowany jest wiroid utajony chmielu Hop latent viroid (HpLVd) (43). Patoge-
ny te wystepuja powszechnie, nie powodujac najczesciej widocznych objawow
chorobowych. Mimo to, potencjal plonowania oraz koncentracja alfa kwasow
w szyszkach porazonych roslin sg najczesciej nizsze w poréwnaniu ze zdrowymi
(15, 28, 29, 33).

Brak widocznych objawdw porazenia przez wirusy i wiroida utajonego utrudnia
identyfikacje roslin chorych i uniemozliwia ich eliminacje¢ z plantacji. Taka sytuacja
powoduje niekontrolowane rozprzestrzenianie si¢ patogenow i, w konsekwencji,
zwigkszanie liczby porazonych roslin wraz z wiekiem plantacji. Jest to powodem
stopniowego obnizania si¢ produktywnosci chmielnikow. Jedyng skuteczng metoda
ograniczania tych patogendow jest stosowanie zdrowego materiatu szkotkarskiego
do zakladania nowych plantacji chmielu. Niestety, z powodu powszech-
nego wystgpowania wirusow i wiroida utajonego w roslinach chmielu oraz bezob-
jawowego przebiegu infekcji, tradycyjny materiat rozmnozeniowy, jakim sg szto-
bry, nie moze by¢ uzywany do produkcji zdrowych sadzonek. Sztobry pozyskuje si¢
z istniejacych plantacji chmielu podczas corocznego cigcia karp. Zabieg ten wyko-
nywany jest w okresie spoczynku ro$lin, najczesciej wiosng, przed rozpoczeciem
wegetacji, co niestety jest dodatkowym czynnikiem utrudniajacym weryfikacje
zdrowotno$ci rozmnazanych roslin. Wraz ze sztobrami, na nowo zakladane
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plantacje przenoszone sg wszystkie patogeny zasiedlajgce podziemne pedy chmielu,
w tym rowniez wirusy i wiroid utajony. Takie plantacje chmielu juz w momencie
ich zaktadania charakteryzuja si¢ niskg zdrowotnosciag roslin, co powoduje szybkie
obnizenie produktywnosci.

Prace nad uzyskaniem zdrowego materiatu szkotkarskiego chmielu skupiaty si¢
poczatkowo na uwalnianiu ro$lin od wirusow. W tym celu stosowano regeneracj¢
wierzchotkow wzrostu potaczong z termoterapia w temperaturze 35°C (1). Meto-
da ta pozwalala na skuteczng eliminacje wszystkich wirusow wystepujacych
w roslinach chmielu i byta szeroko stosowana w programach produkcji zdro-
wego materiatu szkotkarskiego w  Wielkiej Brytanii, Niemczech, Republice
Czeskiej oraz USA (2, 27, 37, 47). Metode t¢ stosowano réwniez w Polsce do
uwalniania od wirusow naszych rodzimych odmian chmielu (7, 42). Niestety, re-
generacja wierzcholkéw wzrostu polaczona z termoterapig nie eliminowata z roslin
chmielu innego groznego patogena, jakim byl wiroid utajony. Co wigcej, wysoki
poziom porazenia materiatu roslinnego poddawanego termoterapii sugerowal, ze
oddzialywanie wysokiej temperatury moglo stymulowac¢ namnazanie tego termofil-
nego patogena (3, 43). W celu uwolnienia roslin chmielu jednoczesnie od wirusow
i wiroida utajonego nalezalo wyeliminowaé terapi¢ podwyzszong temperaturg
1 zastapi¢ ja zastosowaniem merystemow do regeneracji w kulturach in vitro.
Szybko dzielace si¢ komodrki merystemu sg w mniejszym stopniu zasiedlane przez
czynniki chorobotwoércze niz ma to miejsce w wyspecjalizowanych tkankach, dla-
tego istnieje duze prawdopodobienstwo, ze rosliny wyprowadzone bezposrednio
z merystemoéw wierzchotkowych beda wolne od patogendéw. Niezwykle istotna
w tej metodzie jest doktadnos$¢ izolacji merystemu oraz jego wielkos¢. Aby
zwigkszy¢ prawdopodobienstwo uzyskania roslin zdrowych nalezy pobiera¢ merys-
temy mate, bez zawigzkéw lisci. Z drugiej strony, bardzo mate merystemy maja
mniejszg szans¢ na przezycie po izolacji. Zaréwno wielko$¢ izolowanego merys-
temu, jak 1 warunki jego regeneracji w kulturach in vitro musza by¢ opracowane
indywidualnie dla kazdej odmiany chmielu. W Instytucie Uprawy Nawozenia i Gle-
boznawstwa — Panstwowym Instytucie Badawczym w Putawach metoda ta zostata
opracowana i wykorzystana w praktyce do eliminacji wirusow i wiroida utajonego
z ros$lin czterech odmian chmielu (12, 13). W wyniku prowadzonych prac uzyskano
ponad 330 000 catkowicie zdrowych sadzonek odmian ‘Magnum’, ‘Sybilla’, ‘lunga’
i ‘Lubelski’.

Produkcja takiego elitarnego materiatu szkotkarskiego przebiegata w dwoch eta-
pach. W pierwszym etapie uzyskano rosliny poszczegolnych odmian chmielu metoda
regeneracji merystemow wierzchotkowych w warunkach in vifro. Regeneracja
z merystemow wierzchotkowych nie gwarantuje, iz wszystkie rosliny beda wolne od
patogendw, dlatego bardzo waznym elementem procesu produkcji byta diagnostyka
ro$lin wyprowadzonych z kultur in vitro przy uzyciu metod adekwatnych do rodzaju pa-
togena. Do wykrywania obecnosci wirusow stosowano immunoenzymatyczng metode
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DAS-ELISA (Double Antibody Sandwich Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)
z odpowiednim zestawem przeciwciatl. Do detekcji wiroida wykorzystywano metode
molekularng opartg na technice RT-PCR. Jedynie rosliny otrzymane bezposrednio
z merystemow wierzchotkowych oraz zdiagnozowane jako wolne od wirusow
i wiroida utajonego chmielu mogly stanowi¢ rosliny mateczne, wykorzystywane
jako material wyj$ciowy do kolejnych rozmnozen. Drugi etap produkcji zdrowych
sadzonek polegal na cyklicznym, wegetatywnym rozmnazaniu roslin matecznych
przez sadzonki zielne uzyskane z niezdrewniatych fragmentow pedu obejmujacych
jedng pare lisci. Metoda rozmnazania chmielu przez sadzonki zielne charaktery-
zuje si¢ bardzo duzg wydajnoscig. Z jednej rosliny matecznej mozna uzyskaé
w sezonie wegetacyjnym ponad 100 roslin potomnych, podczas gdy metoda
ukorzeniania sztobréw uzyskuje si¢ tylko okoto 10 roslin. Celem wyklucze-
nia obecno$ci wiruséOw i wiroida utajonego na poszczegdlnych etapach produk-
cji, systematycznie przed kazdym cigciem materialu matecznego prowadzono
diagnoz¢ w kierunku obecnosci tych patogendéw. Ponadto w sposob losowy badano
rowniez gotowe sadzonki chmielu przeznaczone do przekazania plantatorom. Aby
ograniczy¢ wystgpowanie owadoéw bedacych wektorami wiruséw, wszystkie okna
w szklarni zabezpieczono specjalnymi siatkami ochronnymi, profilaktycznie wykony-
wano rowniez zabiegi ochronne przeciwko niebezpiecznym dla chmielu szkodnikom
i patogenom. Zachowanie tych S$rodkow ostroznosci pozwolito na uzyskanie
materiatu szkotkarskiego chmielu o najwyzszym stopniu zdrowotnosci.

Wdrozenie do praktyki zdrowych sadzonek chmielu bylo znaczacym elementem
poprawy jako$ci surowca. Szyszki uzyskane ze zdrowych roslin charakteryzowaty
si¢ wyzszg zawartos$cig zywic ogotem, a szczegdlnie zywic migkkich, w porowna-
niu z surowcem pochodzacym z plantacji zatozonych przy uzyciu sadzonek trady-
cyjnych, uzyskanych przez ukorzenianie sztobrow (tab. 1). R6znica w koncentracji
alfa kwasoéw byla szczegdlnie duza w przypadku odmiany ‘Lubelski’, ktéra jest
uprawiana od ponad 40 lat i jest bardzo silnie porazona przez wirusy, co wynika
z badan prowadzonych w IUNG (41). Zdrowe ro§liny tej odmiany charakteryzowaty
si¢ zawarto$cig alfa kwaséw wyzsza o ponad 72% w poréwnaniu z porazonymi.
Uwolnienie ro$lin chmielu od wirusow i wiroida utajonego wptywato rowniez ko-
rzystnie na zawartos$¢ olejkow eterycznych oraz ich sktad (tab. 2). Szczegdlnie duzy
wzrost zawarto$ci olejkéw obserwowano u odmiany ‘lunga’. W szyszkach z roslin
wolnych od wspomnianych wyzej patogenéw byta ona wyzsza 0 47%. Chmiel odmia-
ny ‘Lubelski’ charakteryzowat si¢ nie tylko wyzsza zawartoscig olejku, ale rowniez
jego lepszym sktadem. W olejku z tego chmielu obserwowano wyzszg zawartos¢
sktadnikow, ktore korzystnie wptywaja na aromat piwa, tj. humulenu, kariofilenu
oraz farnezenu, zmniejszyla si¢ natomiast zawarto$¢ niekorzystnego myrcenu.

Wyzsza jako$¢ surowca przektada si¢ na wzrost dochodu gospodarstw chmie-
larskich, bowiem cena chmielu uzalezniona jest czesto od zawartosci alfa kwasow
w szyszkach. Ponadto surowiec taki tatwiej znajduje nabywce, co jest niezwykle
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istotne w obecnej, bardzo trudnej sytuacji na rynku chmielu. Innym bardzo waznym
aspektem stosowania zdrowego materiatu szkotkarskiego jest ograniczenie roz-
przestrzeniania si¢ patogendw. Powszechnie stosowana praktyka pozyskiwania sa-
dzonek z istniejacych chmielnikow prowadzi czesto do rozmnazania roslin starych,
porazonych przez czynniki chorobotworcze lub tez wykazujacych znaczny stopien
degeneracji, spowodowany wieloletnig uprawg w monokulturze. Sztobry pozyski-
wane sg z roslin bedacych w stanie spoczynku i pozbawionych czg¢sci nadziemnej,
co utrudnia eliminacje egzemplarzy wykazujacych niekorzystne cechy lub obja-
wy chorobowe. W Polsce plantacje chmielu, z ktérych pozyskiwany jest materiat
rozmnozeniowy, nie podlegaja kwalifikacji przez wyspecjalizowane inspekcje.
Decyzja o rozmnazaniu ro$lin jest uzalezniona wytacznie od plantatora, ktéry czesto
nie jest Swiadomy istniejacych zagrozen. W przypadku wirusow i wiroida utajonego

Tabela 1

Zawarto$¢ zywic chmielowych (wg Wéllmera) w szyszkach odmian ‘Lubelski’ i ‘Tunga’
pochodzacych z roslin zdrowych oraz porazonych przez wirusy i wiroida utajonego chmielu

Zywice Zywice Zywice | Alfa kwasy Frakeia beta
Badana odmiana chmielu ogblem mickkie twarde (KW) % sJ m.)
(%s.m) | (%s.m) | (%s.m) | (%s. m) o
. szyszki z roslin 19.3 17.0 23 7.6 9.4
‘Lubelski] zdrowych
szyszki z roslin 15,6 13,7 1,9 44 9,3
porazonych
szyszki z roslin 294 25,9 3,5 14,5 11,4
‘lunga’ | zdrowych
szyszki z rodlin 28,1 244 3,7 12,8 11,6
porazonych
Zrodto: wyniki badan whasnych.
Tabela 2

Zawartos$¢ 1 sktad olejkow chmielowych w szyszkach odmian ‘Lubelski’ i ‘lunga’
pochodzacych z roélin zdrowych oraz porazonych przez wirusy i wiroida utajonego chmielu

Badana odmiana chmielu Olejki ogétem | Myrcen | Humulen | Kariofilen | Farnezen
(ml-100g™) (%) (%) (%) (%)
szyszki z roslin
zdrowych 1,4 39,4 33,9 7,2 1,3
‘Lubelski’ szyszki z roslin
poraionych 1,2 46,7 25,2 6,3 0,9
szyszki z roslin
zdrowych 2,2 59,8 15,7 6,0 0,7
‘Iunga’ szyszki z roslin
poraionych 1,5 52,0 25,3 52 1,3

Zrodto: wyniki badan whasnych.
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chmielu, nawet staranna weryfikacja zdrowotnosci, przeprowadzona w petni sezonu
wegetacyjnego, nie zapobiega rozmnozeniu ro$lin porazonych, gdyz patogeny te
najczesciej nie wywotuja widocznych objawoéw chorobowych. Tradycyjna metoda
rozmnazania chmielu z wykorzystaniem sztobrow stwarza wigc wysokie ryzyko
przeniesienia wielu groznych czynnikéw chorobotwoérczych na nowe plantacje.

Podsumowanie

Wykorzystanie w doskonaleniu genotypow chmielu metod i technologii opar-
tych na najnowszej wiedzy ulatwia wybor odpowiednich komponentéw rodziciel-
skich do krzyzowan, wptywa na zwigkszenie efektywnosci selekcji oraz umozliwia
oceng materiatdw hodowlanych we wczesnych stadiach rozwoju roslin, co ogranicza
liczebno$¢ genotypoéw przeznaczonych do dalszych etapéw hodowli. Wymiernym
efektem wdrozenia tych technik jest skrocenie cyklu hodowlanego oraz obnizenie
kosztow wytworzenia nowych odmian o pozadanych cechach. Intensyfikacja prac
hodowlanych jest niezwykle istotna z uwagi na duzg dynamike zmian na rynku
chmielu.

Podstawowym czynnikiem wptywajacym na zakres wykorzystania postgpu bio-
logicznego jest zasob wiedzy producentow. Dzigki statej wspoOlpracy pomigdzy
srodowiskiem naukowym a plantatorami chmielu, efekty badan sa wdrazane do prak-
tyki, przyczyniajac si¢ do unowoczesnienia produkcji oraz wzrostu jej efektywnosci.
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CHMIEL JAKO ZRODLO BIOAKTYWNYCH METABOLITOW WTORNYCH
DLA PRZEMYSLU PIWOWARSKIEGO I FARMACEUTYCZNEGO*

Wstep

Chmiel zwyczajny Humulus lupulus L. jest powszechnie wykorzystywany przez
przemyst browarniczy do produkcji piwa. Ten wieloletni gatunek nalezacy do rodziny
konopiowatych (Cannabaceae) odznacza si¢ dwupiennoscig. Na plantacjach produk-
cyjnych uprawiane sg tylko osobniki zenskie, ktére wytwarzaja owocostany zwane
szyszkami. Szyszki sa surowcem dla przemyshu piwowarskiego, ktory wykorzystuje
ponad 95% chmielu wyprodukowanego na §wiecie (26). W szyszkach wystepuja spe-
cyficzne zwigzki chemiczne, nadajace piwu charakterystyczny smak i aromat. Najcen-
niejsze sktadniki znajdujg si¢ w lupulinie, ktora jest produkowana przez gruczoty lu-
pulinowe rozmieszczone na listkach okwiatu i okrywy kwiatowej szyszki chmielowe;j
(fot. 1).

Nieco mniej znane jest wykorzystanie chmielu w farmacji, medycynie oraz
przemysle kosmetycznym. Chmiel jest sktadnikiem preparatow o dzialaniu
uspokajajacym i utatwiajgcym zasypianie. Stosowany jest rowniez do produkcji szam-
ponow oraz kremdw i mleczek opozniajgcych procesy starzenia, a takze jako sktadnik
kapieli regenerujacych.

Wyniki badan wskazujg, ze metabolity wtorne chmielu charakteryzuja sie¢
wielokierunkowg aktywnoscig biologiczng, co otwiera nowe mozliwosci dla wy-
korzystania chmielu poza przemystem piwowarskim (10, 12, 13, 14, 15, 17, 26, 27).

1. Chmiel jako surowiec do produkcji piwa

Piwo to napdj otrzymany w wyniku fermentacji alkoholowej. Podstawowymi
surowcami wykorzystywanymi w produkcji piwa s3: woda, drozdze, jeczmien
i chmiel. Chmiel odgrywa szczegélng role, bowiem zawarte w szyszkach zywice
1 olejki nadajg piwu niepowtarzalny smak i aromat. Przypuszczalnie po raz pierwszy
piwo wytworzyli Sumerowie okolo 6500 lat temu, natomiast najstarsze wzmianki

*Opracowanie wykonano w ramach zadania 3.5 w programie wieloletnim TUNG-PIB
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) Fot. 1 Owocostan chmielu zwyczajnego. Na przekroju widoczne gruczoty lupulinowe.
Zrodto: dokumentacja wilasna.

o produkcji piwa w krajach stowianskich pochodzg z V wieku (28). Jednak znaczacy
wzrost produkcji piwa nastapit w XIX wieku, dzigki wprowadzeniu innowacji tech-
nicznych oraz pasteryzacji wydluzajacej przydatnos¢ piwa do spozycia. Produk-
cja piwa w tamtym czasie ksztaltowala si¢ na poziomie 247,4 mln hektolitrow (28).
Obecnie piwo jest produkowane na wszystkich kontynentach, a jego popularnos¢
stale rosnie. W 2011 roku $wiatowa produkcja piwa wyniosta 1,92 miliarda hekto-
litrbw. W Polsce wyprodukowano 37,8 mln hektolitrow piwa, co plasuje nasz kraj na
czwartym miejscu w Europie i1 dziewigtym na §wiecie (18).

Zywice chmielowe

Najwazniejszymi sktadnikami chmielu wykorzystywanymi przez przemyst bro-
warniczy w procesie produkcji piwa sg zywice chmielowe. Podzialu Zzywic na po-
szczegolne frakcje dokonano ze wzgledu na ich zréznicowane powinowactwo do
rozpuszczalnikéw organicznych. Zywice chmielowe dzielg sie na Zywice miekkie
i zywice twarde (rys. 1). W sktad zywic migkkich wchodza gltéwnie alfa i beta kwasy
oraz niespecyficzne zywice migkkie.

Najwigksze znaczenie w ksztattowaniu charakterystycznej goryczki chmielowe;j
w piwie majg alfa kwasy. Sa one mieszaning optycznie czynnych homologow,
sktadajaca si¢ z humulonu (35-70%), kohumulonu (20-65%) i adhumulonu (10-
15%) (26). Zawartos¢ humulonu i kohumulonu jest warunkowana genetycznie
i charakterystyczna dla poszczegélnych odmian chmielu, natomiast w przypadku
adhumulonu nie stwierdzono istotnych réznic odmianowych (11, 26). Alfa kwasy
sa stabo rozpuszczalne w wodzie, ale w trakcie warzenia piwa ulegaja one izomery-
zacji do dobrze rozpuszczalnych izo-alfa kwasow. Kwasy te stanowig ponad 80%
wszystkich komponentéw chmielowych, ktére znajdujg si¢ w piwie i to gtownie
one odpowiadajg za szlachetng goryczke (10, 26). [zo-alfa kwasy nie tylko decyduja
o charakterystycznym smaku piwa, ale rowniez stabilizujg pian¢ oraz dzialaja
bakteriostatycznie. Ich rola w stabilizowaniu piany w piwie polega na reakcji
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ZYWICE CHMIELOWE OGOLEM
10-30%
ZYWICE MIEKKIE ZYWICE TWARDE
9-27,5% 1,5-2,5%

a-KWASY B-KWASY NIESPECYFICZNE

1,5-18% 2,5-8% ZYWICE MIEKKIE
CO-HUMULON CO-LUPULON

N-HUMULON N-LUPULON

AD-HUMULON AD-LUPULON

Rys. 1. Podziat zywic chmielowych
Zrodto:Briendl, Pinzl, 2000; Analitica EBC Section 7 Hops (1, 8).

z polipeptydami (19, 26). Najwigkszy udzial w tym procesie majg izohumulon
1 izoadhumulon, ktoérych zawartos¢ w piwie jest duzo wyzsza niz izokohumulonu.
Dodatkowe poprawienie trwatosci piany mozna uzyskaé stosujac zredukowane
zizomeryzowane ekstrakty chmielowe, zawierajace w swoim sktadzie di-hydro-
izo-alfa kwasy oraz tetra-hydro-izo-alfa kwasy, ktére w wigkszym stopniu niz izo-
alfa kwasy wzmacniajg trwato$¢ piany (19). Wiasciwosci antybakteryjne izo-alfa
kwasow odgrywaja szczego6lng role, poniewaz chronig piwo przed rozwojem bakte-
rii petnigc role naturalnych konserwantow. Izo-alfa kwasy wykazuja dziatanie anty-
septyczne w stosunku do bakterii Gram-dodatnich, takich jak: Lactobacillus, Strep-
tococcus, Staphyllococcus czy Bacillus. Bakterie Gram-ujemne (np. Escherichia
coli) sg zupelnie odporne na dziatanie izo-alfa kwasow albo reaguja jedynie przy ich
bardzo wysokim stezeniu (26, 27).

Drugim bardzo waznym komponentem zywic migkkich sg beta kwasy, ktoére
sktadaja si¢ z nieczynnych optycznie homologéw: lupulonu (20-55%), kolupulonu
(20-55%) 1 adlupulonu (10-15%) (11, 26). Beta kwasy bardzo latwo ulegaja utle-
nianiu, a ich pochodne charakteryzuja si¢ silnymi wtasciwos$ciami goryczkowymi.
Wykazano, ze beta kwasy ograniczaja nieckorzystne procesy utleniania w piwie, jed-
nak ich wysoka zawarto§¢ wptywa niekorzystnie na walory smakowe tego napoju,
bowiem powoduja one mniej szlachetng goryczke (5, 11, 26).

Zywice twarde powstaja w wyniku utleniania i polimeryzacji zywic migkkich
(gléwnie alfa i beta kwasow); procesy te zachodzg intensywnie w trakcie prze-
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chowywania chmielu i zaleza od temperatury, wilgotno$ci oraz dostepu do $wiatla
i tlenu (6). Utlenianie i polimeryzacja zywic migkkich do zywic twardych sg pro-
cesami niekorzystnymi, wplywaja na tzw. ,,zestarzenie” chmielu, podczas ktorego
traci on warto$¢ goryczkowa i technologiczng. Piwo wyprodukowane z chmielu
o podwyzszonej zawartosci zywic twardych charakteryzuje si¢ ostra, nieprzyjemng
goryczka, co ma negatywny wptyw na jego smak i aromat (6). Najbardziej narazony
na niekorzystne procesy utleniania jest chmiel nieprzetworzony, w duzo mniejszym
stopniu granulat chmielowy, natomiast ekstrakty, powstajace przy uzyciu ciektego
dwutlenku wegla, nie wykazuja praktycznie zadnych zmian w sktadzie zywic w czasie
kilkuletniego przechowywania (9).

Olejki chmielowe

Olejki eteryczne to mieszanina ponad 300 zwigzkoéw chemicznych, ktorych taczna
zawarto$§¢ w chmielu wynosi od 0,03 do 3%. W skiad tej grupy wchodzg gtownie
mono- i seskwiterpeny oraz produkty ich utleniania (4). Sktadniki olejkow tworza
kompozycje zapachowe, charakterystyczne dla poszczegélnych odmian chmielu.
Zazwyczaj tylko 2-3 zwigzki wystepuja w wysokich stezeniach, stanowiac od 20%
do 70% wszystkich sktadnikow olejku. Koncentracja pozostalych komponentow
jest duzo nizsza, mimo to wptywaja one na jakos$¢ profilu aromatycznego (3, 11).
Przyjmuje sig, ze charakterystyczny chmielowy aromat piwa jest efektem wzajem-
nego oddzialywania wielu r6znych zwigzkéw chemicznych wystepujacych w olejku
chmielowym (11). Dominujacymi sktadnikami olejku eterycznego chmielu sag myr-
cen, humulen, kariofilenifarnezen. Do najbardziej pozadanych zwiazkow, nadajacych
przyjemny zapach chmielowy naleza humulen i produkty jego utleniania, takie jak
tlenki humulenu I i II oraz alkohole: humulol i humulenol-2. Pozytywny wptyw na
jakos$¢ aromatu w piwie wywierajg rowniez kariofilen i tlenek kariofilenu oraz farne-
zen. Zwiazki te sg prekursorami ,,chmielowo-zywicznego” zapachu i smaku piwa.
Natomiast o aromacie ,.kwiatowo-chmielowym” piwa decyduje zawarto$¢ linalolu
i alfa-terpineolu. Do zwigzkow niekorzystnie wptywajacych na smak i aromat piwa
nalezg myrcen i geraniol. Myrcen wraz z produktami jego utleniania powoduje ostra,
nieprzyjemng goryczke, a geraniol w wysokich stezeniach odpowiada za powstanie
»perfumeryjnego” zapachu w piwie. Humulen i myrcen wystepuja w najwiekszym
stezeniu, dlatego tez stosunek obu tych zwigzkow w olejku eterycznym jest wazng
cechg jakosciowa, charakterystyczng dla odmiany. Wyzszy stosunek humulenu do
myrcenu w surowcu przektada si¢ na korzystniejszy aromat piwa i jest charakterysty-
czny dla aromatycznych odmian chmielu (5, 6). Olejki sg zwigzkami lotnymi, ktore
w trakcie warzenia piwa ulatniaja si¢ w ponad 90%. Z tego powodu chmiel odmian
aromatycznych stosowany w celu nadania piwu szlachetnego chmielowego aromatu jest
dodawany do brzeczki dopiero w koncowym etapie jej gotowania, tak aby w maksymal-
nym stopniu ograniczy¢ straty cennych komponentow.
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2. Wlasciwosci prozdrowotne chmielu

Chmiel w medycynie ludowej wykorzystywano od pokolen. Najstarsze zapisy
o wilasciwosciach leczniczych tej rosliny pochodza z XI wieku (8). Chmiel byt
uwazany za remedium na szeroka game dolegliwosci. Tradycyjnie wykorzystywany
byt jako $rodek tagodzacy stany nadpobudliwos$ci i nerwowosci, a takze jako spe-
cyfik uspokajajacy u 0sob cierpigcym na bezsennos¢. Uwazano, ze chmiel pomaga
w problemach trawiennych i poprawia apetyt, a takze przynosi ulge w bolach zgbow,
ucha oraz nerwobolach. Polecany byt jako $rodek przeciwskurczowy i moczopedny.
Wywar z chmielu stosowano w problemach z jelitami i w gorgczce, natomiast
kompresami chmielowymi leczono zapalenie ptuc. Chmiel uzywany byl w aroma-
terapii jako $rodek tagodzacy stresy, nadpobudliwos¢ i nerwobdle. Wihasciwosci
uspokajajace, przeciwreumatyczne, przeciwbolowe i przeciwzapalne chmielu
wykorzystywane byly przez plemiona amerykanskie. Rowniez w tradycyjnej me-
dycynie chinskiej oraz w Indiach chmiel stosowany byl w leczeniu szeregu r6znych
schorzen (27).

Wiasciwosci prozdrowotne zywic i olejkéw chmielowych

Niemal wszystkie metabolity wtéome chmielu wykazuja mniejsze lub wick-
sze dzialanie bioaktywne. Wtasciwosci takie posiadaja réwniez zywice i olejki
chmielowe znane przede wszystkim ze swoich walorow smakowych i zapachowych
wykorzystywanych przez przemyst piwowarski. W badaniach laboratoryjnych alfa
i beta kwasy oraz ich pochodne wykazywaty ré6znorodng aktywnos¢ biologiczng (rys. 2).

Dziatanie przeciwzapalne

/ Dziatanie * hamowanie aktywnosci Wplyw na metabolizm
przeciwnowotworowe N enzymu COX-2 — . Kw: lipidéw i cukrow
a-kwasy zmniejszenie produkeji |20 4WVAY

prostaglandyn dihydroksy-

« indukcja apoptozy * hamowanie aktywnosci izo-a-kwasy

* hamowanie proliferacji

 obnizenie masy ciala
* zwigkszenie metabolizmu

komorek rakowych kinaz - czasteczek tetrahydroksy- | thuszczow

* hamowanie  angioge- sygnatowych w stanach | izo-a-kwasy | redukcja opornosci
nezy B-kwasy }Zlapalnych .. | heksahydroksy-| insulinowej

» hamowanie dzialania * hamowanie aktywnofci izo-a-kwasy
enzymu CYP450 czynnikow transkryp-

cyjnych NF-xB, AP-1

- e - /

Rys. 2. Wiasciwosci biologiczne alfa i beta kwasow
Zrédto: Van Cleemput, 2009 (26).
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Beta kwasy dzialaly hamujaco na rozw¢j bakterii. Ich wlasciwosci antybak-
teryjne ujawnialy si¢ nie tylko wobec bakterii powodujacych psucie zywnosci, lecz
takze wobec bakterii chorobotworczych. Badania wykazaly, ze beta kwasy hamuja
rozw0j pratkow gruzlicy oraz Helicobacter pylori — bakterii zwigkszajacej ry-
zyko wystgpienia choroby wrzodowej zoladka i dwunastnicy (26). W warunkach
in vitro beta kwasy wspomagaly dziatanie antybiotykow, co mogtoby przyczyni¢
si¢ do obnizenia dawki leku stosowanej w zwalczaniu niektérych choréb (26).
W testach laboratoryjnych alfa i beta kwasy wykazywaty rowniez duza aktywnosc¢
antyoksydacyjna, ktora polegala na neutralizowaniu wolnych rodnikow. Wolne rod-
niki odpowiedzialne sg za wiele niekorzystnych proceséw w komorkach. Powoduja
m.in. uszkodzenia nici DNA i chromosomow, inaktywacje enzymow, powstawanie
mutacji 1 transformacji nowotworowej komorek. Testy wykazaly, ze beta kwasy
sg silniejszymi antyoksydantami niz witamina C (kwas askorbinowy) i E (toko-
ferol) (26). Badania dowiodty, ze alfa kwasy wykazuja wlasciwosci przeciw-
zapalne, polegajace na blokowaniu aktywno$ci cyklooksygenazy-2 — enzymu
uczestniczacego w powstawaniu stanow zapalnych w organizmie (12, 26). Przepro-
wadzono pilotazowe testy w celu okreslenia skuteczno$ci komercyjnych preparatow
zawierajacych izo-alfa kwasy w lagodzeniu objawow towarzyszacych chorobom
zwigzanym z przewlektymi zapaleniami, np. zapaleniem stawow (26). U pacjen-
tow przyjmujacych preparat zawierajacy izo-alfa kwasy obserwowano zmniejsze-
nie odczuwania bolu, a takze ztagodzenie objawow klinicznych choroby. Badania
wykazaty rowniez chemoprewencyjne wiasciwosci alfa i beta kwasow. Zwiazki te
posiadaja zdolnos¢ indukcji apoptozy ($mierci) komorek nowotworowych, hamuja
proliferacje (nadmierny wzrost) tych komorek oraz hamuja angiogenezg (rozwoj
naczyn krwiono$nych zaopatrujagcych komorki nowotworowe w tlen i substancje
odzywecze). Poprzez takie wielokierunkowe dziatanie alfa i beta kwasy moga skutecz-
nie zapobiega¢ rozwojowi choroby nowotworowej. Niestety, na razie wlasciwosci te
udowodniono tylko w badaniach laboratoryjnych (7, 12, 26).

Chmiel znany jest z dzialania uspokajajacego i nasennego. Wiasciwosci te przy-
pisuje si¢ przede wszystkim olejkom eterycznym. Najwicksza aktywnos¢ pod tym
wzgledem wykazuje jeden ze sktadnikow olejku chmielowego — alkohol 2-metylo-
3-buten-2-ol (10). Olejki eteryczne przejawiajg rowniez dzialanie przeciwbakteryjne
w stosunku do Gram-dodatnich bakterii np. Staphylococcus ureus, Enterococcus
faecalis 1 niektérych Gram-ujemnych, np. Escherichia coli, Salmonella (21).

Wiasciwosci prozdrowotne polifenoli chmielowych

Polifenole to grupa zwiazkéw powszechnie wystepujacych w roslinach, bardzo
zroznicowanych pod wzgledem struktury, wlasciwosci chemicznych i biologicz-
nych. Do polifenoli roslinnych zaliczane sg m. in. flawonoidy, izoflawony, prenylo-
flawonoidy oraz antocyjany. Polifenole wptywajg korzystnie na zdrowie cztlowieka
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dzieki roznorodnym wilasciwosciom biologicznym. Zwiazki te wykazuja dziatanie
przeciwutleniajace, przeciwzapalne, przeciwmutagenne, antynowotworowe, chronia
przed chorobami serca i miazdzyca. Do najbardziej znanych i aktywnych biologicz-
nie zwiazkoéw z tej grupy naleza: genisteina wystepujaca w soi, kwercetyna obecna
w zielonej herbacie, resweratrol zawarty w winogronach i czerwonym winie oraz
kwas ferulowy, ktorego zrodlem sa ziarna zbo6z i kukurydzy. Chmiel zawiera zar6w-
no polifenole powszechnie wystgpujace w swiecie roslin, jak i charakterystyczne
tylko dla tego gatunku (rys. 3).

KWASY FENOLOWE INNE POLIFENOLE
» kwas ferulowy » prenyloflawonoidy
(ksantohumol)
* chalkony (resweratrol)

POLIFENOLE
FLAWONOLE FLAWANOLE
* rutyna + katechina
» kwercetyna  epikatechina

* taniny
Rys. 3. Podziat polifenoli chmielowych
Zrédto: Biendl i Pinzl, 2000 (8).

Wsrod polifenoli chmielowych najwazniejsza grupa to prenyloflawonoidy, do
ktorych naleza ksantohumol, jego izomer — izoksantohumol oraz desmetyloksanto-
humol i jego pochodne: 8-prenylnaringenina i 6-prenylnaringenina.

Ksantohumol jest gldéwnym prenyloflawonoidem chmielu, a jego stezenie
waha si¢ w zaleznosci od odmiany od 0,1 do 1,1% suchej masy i stanowi 80-90%
wszystkich prenyloflawonoidéw wystepujacych w chmielu (16, 25). Ksantohumol
wykazuje silne dzialanie antyoksydacyjne, polegajace na neutralizowaniu wolnych
rodnikow: hydroksylowego i nadtlenkowego (12, 15, 16). Rodnik hydroksylowy
jest najbardziej reaktywnym rodnikiem tlenowym. Powoduje uszkodzenia DNA
w komorkach, a wraz z innymi reaktywnymi formami tlenu wywotuje tzw. stres oksy-
dacyjny, ktory wplywa na powstawanie niektorych chorob. Ponadto ksantohumol
powstrzymuje utlenianie lipidow w blonach komorkowych, dzieki czemu ogranicza
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powstawanie zaburzen w funkcjonowaniu komorek, co w konsekwencji przy-
czynia si¢ do lepszej ochrony organizmu przed chorobami (25). Badania wykazaty
rowniez aktywno$¢ przeciwwirusowa, przeciwbakteryjng oraz przeciwgrzybowa
ksantohumolu. W warunkach in vitro hamowat on rozwdj bakterii odpowiedzial-
nych za powstawanie tradziku, a takze wykazywal wspotdziatanie z antybiotykami
W ograniczaniu namnazania tych bakterii (16, 22). Ksantohumol wykazywat rowniez
silne dziatanie hamujace w stosunku do bakterii powodujacych prochnice zgbow
czy choroby skory (16, 22). Wiasciwosci przeciwwirusowe ksantohumolu skie-
rowane sg przeciwko niektorym wirusom DNA i RNA, m.in. przeciwko wirusowi
HIV-1. Oddzialywanie ksantohumolu polega na przeciwdziataniu replikacji wirusa
w komorkach krwi, lecz niestety nie hamuje on wnikania patogenu do komorek
(12, 22). Badania wykazaly réwniez umiarkowane dziatanie przeciwgrzybicz-
ne ksantohumolu w stosunku do grzyboéw Trichophyton spp. powodujacych choro-
by skory u ludzi oraz wzgledem plesni Mucor rouxianus (13, 27). Najwigcej uwa-
gi 1 badan poswigcono wlasciwo$ciom przeciwnowotworowym ksantohumolu.
W warunkach in vitro wykazuje on dziatanie ograniczajace we wszystkich fazach
powstawania i1 rozwoju choroby nowotworowej. Zwiazek ten ma zdolno$¢ hamo-
wania syntezy DNA, blokowania cyklu komoérkowego 1 réznicowania komorek
oraz aktywacji apoptozy w komoérkach nowotworowych (12, 25, 27). Ksantohu-
mol hamuje rowniez aktywnos$¢ aromatazy 450 — enzymu kontrolujacego syntezg
estrogenow w organizmie (16). Podwyzszony poziom estrogenéw wptywa na rozwoj
niektorych nowotworow. W leczeniu chor6b nowotworowych bardzo wazne jest za-
hamowanie procesu angiogenezy, czyli tworzenia si¢ nowych naczyn krwiono$nych
wokot guza. Naczynia te sg niezbgdne do wzrostu guza, a takze umozliwiajg
tworzenie przerzutow, pozwalajac na rozprzestrzenianie si¢ choroby w organizmie
cztowieka. Badania laboratoryjne wykazaly, ze ksantohumol i pozostale chmielowe
prenyloflawonoidy posiadaja zdolno$¢ angioprewencji (12, 16, 27). Efektywnos¢
ksantohumolu potwierdzono w stosunku do linii komorkowych raka piersi, jajnika,
okreznicy, prostaty i biataczki. Stwierdzono ponadto, Zze nie wptywa on negatywnie
na komorki watroby, dzigki czemu nie powoduje skutkéw ubocznych nawet przy
dlugotrwatym stosowaniu (13, 16, 22, 25).

Innym prenyloflawonoidem specyficznym dla chmielu jest desmetyloksanto-
humol. Zawarto$¢ tego zwigzku w szyszkach wynosi 0,05-0,3% (16). W wyniku
izomeryzacji desmetyloksantohumolu powstaja pochodne o dziataniu estrogennym:
6-prenylonaryngenina oraz 8-prenylonaryngenina, ktére sa jednymi z silniejszych
znanych fitoestrogendw. Wtasciwosci tych zwigzkow testowano zarowno w bada-
niach in vitro, jak i in vivo. Aktywno$¢ estrogenna 8-prenylonaryngeniny polega
na laczeniu si¢ z receptorami estradiolu oraz indukowaniu sygnatu podobnego do
sygnatu estrogenowego (10). Zwiazek ten wykazuje dziatanie 10-20 tys. razy
stabsze w poréwnaniu z 17-beta-estradiolem, ale duzo silniejsze, niz np. fitoestro-
geny soi czy koniczyny, ktore sa powszechnie wykorzystywane do produkcji suple-
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mentéw diety stosowanych w tagodzeniu objawow menopauzy (10). Ze wstgpnych
badan klinicznych wynika, ze 8-prenylonaryngenina hamuje dolegliwosci zwigzane
z menopauzg u kobiet, zapobiega uderzeniom gorgca oraz ogranicza rozwoj osteo-
porozy (17). Autorzy badan podkreslaja, ze dziatanie lecznicze 8-prenylonaryn-
geniny bylo widoczne, mimo ze dzienne spozycie tego zwigzku (100 lub 250 pg)
byto wielokrotnie nizsze od zalecanej dziennej dawki izoflawondw sojowych (50-100
mg) (17). Oprocz dziatania estrogennego, 8-prenylonaryngenina posiada réwniez
wlasciwosci antynowotworowe. Wykazuje zdolnos¢ do hamowania namnazania
komorek raka piersi oraz indukowania apoptozy (8, 10, 12).

Wyniki badan wskazuja, ze chmiel jest zrodlem wielu substancji o zréznicowane;j
aktywnosci biologicznej, w tym réwniez o potencjalnym dziataniu prozdrowotnym.
Gléwnym zrodtem bioaktywnych metabolitéw wtornych chmielu w diecie cztowieka
jest piwo. Niestety, zawiera ono jedynie §ladowe ilo$ci tych substancji. Do wyprodu-
kowania 1 hektolitra piwa potrzeba okoto 5 g alfa kwasow, co w zalezno$ci od odmiany
odpowiada 40-130 g chmielu. Zawartos¢ ksantohumolu w szyszkach chmielowych
wynosi jedynie 0,1-1,1% i waha si¢ w zaleznos$ci od odmiany, sposobu uprawy i wa-
runkéw klimatycznych (16, 25). Koncentracja polifenoli chmielowych w piwie jest
jeszcze mniejsza niz mozna bytoby przypuszcza¢ biorac pod uwage dawke chmielu,
zwiazki te bowiem ulegaja przemianom podczas warzenia piwa. Stwierdzono, ze
zawarto$¢ ksantohumolu w piwie stanowi jedynie okoto 30% jego wyjsciowej dawki
w szyszkach chmielowych, przy czym wystepuje on gtownie w formie izoksantohu-
molu, ktérego aktywnos¢ biologiczna jest znacznie mniejsza (25). Koncentracja po-
lifenoli w piwie zalezy nie tylko od dawki chmielu, ale réwniez od rodzaju produktu
chmielowego uzytego do produkcji piwa. Granulaty i ekstrakty etanolowe zawierajg
95% wyjsciowej zawartosci ksantohumolu, natomiast ekstrakt powstaty przy uzyciu
dwutlenku wegla zaledwie 5% (16). Zatem piwa wyprodukowane z ekstraktow CO,
sg najubozsze w polifenole. Szacuje si¢, ze aby ksantohumol mogt oddziatywac pro-
zdrowotnie jako zwigzek chemoprewencyjny, jego stezenie w piwie powinno wynosic¢
okoto Smg- 1" (25). Niestety zawarto$¢ ksantohumolu w réznych rodzajach piwa za-
zwyczaj ksztaltuje si¢ na poziomie od kilku do kilkudziesieciu mikrograméw, a wigc
jest kilkaset razy mniejsza niz dawka terapeutyczna (tab. 1). W Niemczech, Belgii
i Republice Czeskiej opracowano technologie¢ produkcji piwa wzbogaconego
w ksantohumol, co pozwolito podnie$¢ zawarto$¢ tego zwigzku nawet do 10 mg-1"!
w piwach ciemnych (16). W celu wzbogacenia piwa w ksantohumol opracowano
technologi¢ otrzymywania tego zwigzku, m.in. poprzez izolacje z odpadéw powstajacych
po ekstrakeji cieklym dwutlenkiem wegla, ekstrakcje etanolowa wyciggu zywic
chmielowych oraz syntez¢ chemiczng (16). Prowadzone sg réwniez prace hodow-
lane w kierunku uzyskania odmian chmielu o podwyzszonej zawartosci prenylo-
flawonoidow w szyszkach (24, 25). Wzrost stezenia polifenoli w chmielu mozna
rowniez uzyskac¢ na drodze modyfikacji szlaku biosyntezy tych zwigzkdéw poprzez
zastosowanie odpowiednich technik inzynierii genetycznej (2, 25).



48 Monika Agacka, Urszula Skomra

Tabela 1
Zawarto$¢ polifenoli w wybranych piwach produkowanych w Republice Czeskiej
Marka piwa Ksantohumol pg 1" | Izoksantohumol pg-1" | 8-prenylonaryngenina pg-1"
Branik, beczkowe 9 206 21
Gambrinus, beczkowe 34 450 191
Primus, beczkowe <0,2 <20 <2
Mestan, dietetyczne 1,9 250 25
Bernard, 12% 28 1350 150
Premium Zatec, 11% 28 1180 175
Pilzner Urquell, 12% 26 1910 116
Budweiser Czech, 12% 16 860 25

Zrédto: Krofta i in., 2005 (20).

Dotychczasowe wyniki badan wskazuja, ze chmiel zawiera wiele zwiazkéw
o zroznicowanych wtasciwosciach biologicznych, ktore mogltyby w przysziosci
znalez¢ zastosowanie w zapobieganiu i leczeniu niektoérych chorob, w tym tak
groznych jak nowotwory. Aktywno$¢ biologiczng chmielowych metabolitow
wtornych przetestowano jak dotad glownie w warunkach laboratoryjnych. Brakuje
kompleksowych badan klinicznych, ktére pozwolilyby lepiej zrozumie¢ wpltyw
tych zwiazkow na organizm cztowieka. Badania kliniczne umozliwityby réwniez
ostateczng weryfikacje witasciwosci leczniczych metabolitow wtornych chmielu,
poniewaz zwiazki te podlegaja w organizmie cztowieka przemianom, ktore moga
Ww znacznym stopniu wptywac na ich dzialanie terapeutyczne.

W praktyce wykorzystywane sa przede wszystkim te walory chmielu, ktore maja
znaczenie w procesie produkcji piwa. Potencjat leczniczy tej rosliny jest eksploato-
wany w bardzo niewielkim stopniu, przede wszystkim w ziolowych preparatach
o dziataniu uspokajajacym oraz suplementach diety stosowanych w ograniczaniu
objawow menopauzy.

Jezeli dotychczasowe ustalenia dotyczace wlasciwosci prozdrowotnych chmielu
zostang potwierdzone w badaniach klinicznych, to niewatpliwie gatunek ten zaj-
mie znaczacg pozycje na rynku fitofarmaceutykow. Otworzy to nowe mozliwosci
rowniez przed plantatorami chmielu.
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OBECNA SYTUACJA I PERSPEKTYWY UPRAWY TYTONIU W POLSCE
NA TLE SWIATA I UNII EUROPEJSKIEJ*

Uprawa tytoniu w §wiecie

Tyton jako gatunek botaniczny i jako roslina uprawna pochodzi z Ameryki
Potudniowej. Nie sg znane poczatki uprawy tej rosliny, jednak wiele wskazuje na to,
ze tyton uprawny zostal udomowiony bardzo dawno temu lub nie wystepowal jako
roslina dzika, gdyz obecnie, jesli wystepuje w stanie dzikim, to tylko w formie zbiegdw
z uprawy (6). Pierwsze $lady uprawy tytoniu przez rdzennych mieszkancow Ameryki
Potudniowej pochodza sprzed ok. 6000 lat. Przypuszczalnie tyton od poczatku byt
stosowany jako uzywka, ale pierwsze zachowane $lady palenia tytoniu pochodza
z Ameryki Srodkowej (obecnego Meksyku), z przetomu ery starozytnej i nowozytnej
(16). Z taka forma wykorzystania tytoniu przez tubylcéw zetkneli si¢ po raz pierwszy
uczestnicy wyprawy Kolumba w roku 1492. Za ich posrednictwem tyton trafit do Eu-
ropy i bardzo szybko, bo juz na poczatku XVI w., jego uzycie rozpowszechnito si¢
w Hiszpanii, a stamtad w ciggu XVI w. w innych krajach Europy i Bliskiego Wschodu.
Pod koniec XVI w. rozpoczyna si¢ komercjalna uprawa tytoniu przez Europejczykow,
na poczatku na Kubie i Santo Domingo (obecnie Haiti), a nieco pdzniej przez angiel-
skich kolonistow w poélnocnoamerykanskiej Virginii. Jednoczesnie, za posrednictwem
zeglarzy angielskich i holenderskich, tyton trafia na Daleki Wschod. Tak wiec na
przestrzeni jednego wieku tyton z lokalnej uzywki stal si¢ ro§ling znang prawie na
catym $wiecie.

Do Polski tyton dotart najprawdopodobniej w pierwszej potowie XVI w. z Turcji,
a pod koniec XVII w.nasz kraj stat si¢ uczestnikiem migdzynarodowego obrotu tyto-
niem na mocy umowy, w mysl ktorej krol Jan III Sobieski zobowigzat si¢ dostarczac
tyton krolowi Francji Ludwikowi XIV (14).

Tyton uprawiany jest w blisko 100 krajach $wiata. List¢ krajow —najwigkszych pro-
ducentow tytoniu przedstawia tab.1. Z wyjatkiem Wtoch, kraje produkujace najwigcej
tytoniu na $wiecie leza poza Europa. Wedtug danych FAO Polska w roku 2010
z produkcja ok. 31000 t i powierzchnig uprawy ok. 16000 ha zajmowata 22 pozycje

*Opracowanie wykonano w ramach zadania 3.5 w programie wieloletnim TUNG-PIB
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na $wiecie (4). Na tle najwigkszych producentow tytoniu w Polsce uzyskuje si¢ sto-
sunkowo wysoka $rednig wydajno$¢ z jednostki powierzchni (ok. 2 t-ha'). Zwracaja
uwagg bardzo wysokie plony we Wtoszech, ktore do$¢ trudno wytlumaczy¢ na grun-
cie przyrodniczo-rolniczym.

Tabela 1
Produkcja tytoniu w 10 krajach — najwigkszych producentach tytoniu w roku 2010 (wg FAOSTAT)
Kraj Produkcja roczna Powierzchnia uprawy Sredni Plon
Ip (tys. ton) (tys. ha) (t-ha'!)
1 | Chiny 3006 1345 2,23
2 | Brazylia 781 446 1,75
3 |Indie 756 460 1,64
4 |USA 326 137 2,38
5 |Malawi 215 181 1,19
6 |Indonezja 211 251 0,84
7 | Argentyna 123 75 1.64
8 | Pakistan 119 56 2.13
9 | Zimbabwe 110 94 1.17
10| Wiochy 97 22 441
22| Polska 31 16 1.94

Zrodlo: FAOSTAT (4).

Globalna produkcja surowca tytoniowego nieco wzrosta w ostatniej dekadzie (tab.
2), pomimo intensywnej akcji prowadzonej przez szereg organizacji, w tym WHO,
na rzecz ograniczenia, a nawet likwidacji uprawy tytoniu. Znaczny spadek produkcji
(prawie o potowg) mial miejsce w Europie, w nieco mniejszym stopniu w Ameryce
Pin. (USA i Kanada), a wigc tam, gdzie odziatywanie propagandy antytytonio-
wej byto 1 jest najsilniejsze. W czg$ciach §wiata produkujacych najwiecej tytoniu —
w Azji i w Ameryce Ptd — produkcja surowca tytoniowego znaczaco wzrosla.

Tabela 2
Produkcja tytoniu w wybranych cze$ciach $wiata w latach 2001-2010 (tys. ton)
Rok Swiat Azja Ameryka Pln. | Ameryka Ptd. | Europa EU
2001 6574 3764 508 739 537 459
2002 6520 4571 450 874 526 452
2003 6029 3721 410 849 508 451
2004 6591 3912 442 1155 515 454
2005 6761 4209 336 1129 492 428
2006 6601 4217 379 1108 350 291
2007 6195 3767 401 1098 337 282
2008 6641 4228 408 1034 346 294
2009 7128 4585 419 1056 356 299
2010 7114 4680 366 960 323 251

Zrodto: FAOSTAT (4).
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Uprawa tytoniu w krajach UE

Aktualnie w krajach UE produkuje si¢ ok. 280000 t tytoniu rocznie. Najwigksi
producenci to Wiochy, Bulgaria, Polska i Hiszpania. Tyton produkuje ok. 80000
rolnikéw na obszarze 100000 ha, przy czym $redni obszar uprawy przypadajacy na
1 producenta wynosi ok. 1,25 ha (3). Postepujacy proces kurczenia si¢ produkcji
tytoniu na obszarze UE wynika z polityki wobec sektora tytoniowego. Na podstawie
reformy przeprowadzonej w roku 2004, wprowadzono w roku 2006 tzw. ,,decoupling”,
ktory polegal na rozerwaniu zwigzku miedzy produkcja surowca tytoniowego
a wsparciem finansowym dla tej produkcji (3). W mysl tej zasady, rolnik uprawiajacy
tyton w okresie przed wprowadzeniem nowych regulacji byl uprawniony do otrzy-
mywania doplaty, niezaleznie od tego, czy dalej uprawial tyton, czy tez zaniechat tej
uprawy. Poszczegélnym krajom UE pozostawiono decyzje co do tego, czy
wprowadzi¢ catkowity decoupling, czy tez pozostawi¢ do 60% wsparcia w formie
powiazanej z produkcja, a pozostalg ilos¢ jako nie zwigzang z produkcjg. Od roku
2010 we wszystkich krajach UE wprowadzono calkowite zerwanie zwigzku wsparcia
finansowego z produkcja tytoniu, ktore zastgpiono ujednolicong doptatg stanowiaca
50% poprzedniej pomocy. Pozostate 50% przeznaczono na ogoélne wsparcie dla re-
jonoéw, w ktorych uprawia si¢ tyton.

Odmiany tytoniu ze wzgledu na swoje wtasciwosci biologiczne, a takze sposob
suszenia i zastosowania liSci tytoniowych, dzielg si¢ na tzw. grupy uzytkowe.
W Europie uprawiane sg odmiany nalezace do pigciu grup: a) tyton jasny, od-
miany typu Virginia, b) tyton jasny, odmiany typu Burley, c) tyton ciemny suszo-
ny powietrzem, d) tyton ciemny suszony powietrzem z mozliwoscig dosuszenia
iwedzenia, ) tyton suszony na stoncu (11, 12). W tab. 3 zamieszczono dane o produk-
cji tytoniu w krajach EU w roku 2010. Najwigcej tytoniu wyprodukowaty Wiochy
i Butgaria (ok. 89000 i 83000 t). Polska z produkcja 31000 t. uplasowata si¢ na
czwartej pozycji (za Wtochami, Butgarig i Hiszpania). W wigkszosci krajow UE,
z wyjatkiem Belgii, Grecji i Rumunii, najwigcej uprawiano Virginii. Odmiany
Virginia i Burley stanowily wigkszo$¢ wyprodukowanego w UE tytoniu (67%),
z wylaczeniem Grecji, gdzie dominowata produkcja tytoniu orientalnego (suszone-
go na stoncu — 75% wyprodukowanego tytoniu.

Ceny placone rolnikom uprawiajagcym tyton w UE réznig si¢ znacznie
w zaleznosci od typu uzytkowego, a takze od kraju cztonkowskiego (tab. 4). Najwyz-
sze ceny za swoj surowiec uzyskiwali w roku 2010 plantatorzy z Francji, Niemiec
i Belgii, a najnizsze, do§¢ znacznie odbiegajace od sredniej, rolnicy uprawiajacy
tytonn w Rumunii. W Polsce ceny tytoniu Virginia ksztaltowaly si¢ na $rednim pozio-
mie, za$ tytoni suszonych powietrzem byly znacznie nizsze (z wyjatkiem Rumunii).
W roku 2011 zanotowano pewien spadek w stosunku do roku poprzedniego.
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Tabela 4
Ceny wyplacane za surowiec tytoniowy rolnikom w krajach EU (euro/kg) w roku 2010.
Tyton ciemny ,
. . .. e Tyton
Tyton jasny Tyton jasny Tyton ciemny z mozliwos$cia suszony na
odmiany typu| odmiany typu suszony dosuszenia slor’lcyu
Virginia Burley powietrzem i wedzenia (orientalny)
(Kentucky) Y
Belgia 2,40 2,45
Butlgaria 1,97 2,29 2,74
Niemcy 3,20 2,40
Grecja 2,03 3,50
Hiszpania 2,28 1,70 1,69
Francja 2,61 2,84 2,70
Wtochy 2,47 1,88 1,09
Polska 2,07 1,48 1,22 1,20
Rumunia 0,80 0,80
Polska (2011) 1,86 1,32 1,19 1,40

Zrodto: Komisja Europejska. Rolnictwo i Rozwéj Obszarow Wiejskich. Rynki Rolnicze: Tyton nie
przetworzony (3). Dane dla Polski za rok 2011wg informacji MRiRW.

Gospodarstwa tytoniowe i powierzchnia uprawy w Polsce

Wedtug danych Ministerstwa Rolnictwa i Rozwoju Wsi w roku 2011 uprawiano
tyton w ok. 12300 gospodarstwach. Wiekszo$¢ tych gospodarstw (ok. 90%) jest zrze-
szona w 11 grupach producenckich. Powierzchnia uprawy tytoniu w gospodarstwie
wynosi przewaznie od 0,5 do 1,5 ha (§rednio 1,2 ha w roku 2011). Srednia wielkos¢
gospodarstw, w ktoérych uprawia si¢ tyton, waha si¢ od 4 do 6 ha gruntéw rolnych
1 znacznie odbiega od aktualnej $redniej krajowej wynoszacej 10 ha. W gospo-
darstwach tych tyton jest czesto jedyng uprawg towarowg i jedynym zrodtem docho-
dow. Uprawa tytoniu odznacza si¢ duzg pracochtonnoscig i w swojej tradycyjnej pos-
taci — matym stopniem zmechanizowania. Jest to jednocze$nie uprawa wysoce spec-
jalistyczna, wymagajaca duzej wiedzy fachowej w zakresie agrotechniki, ochrony
roslin oraz wymagajaca dobrej organizacji pracy. Gospodarstwa tytoniowe wystepuja
z reguty w rejonach stabo rozwinigtych gospodarczo, o duzym stopniu bezrobo-
cia. Uprawa jest rozmieszczona w pigciu wydzielonych ustawowo rejonach:
1) lubelsko-podkarpackim, 2) matopolskim 3) kujawsko-pomorskim 4) mazurskim
5) dolno$laskim. Okoto potowa catego arealu uprawy tytoniu zlokalizowana jest
w rejonie lubelsko-podkarpackim (gléwnie woj. lubelskie — ok. 47% obszaru up-
rawy). Rejon matopolski i rejon swictokrzyski stanowig tacznie ok. 25% calej po-
wierzchni uprawy tytoniu. Na kolejne 2 rejony przypada pozostata cz¢s¢ uprawy (po
ok. 10% na kazdy rejon).
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Tabela 5
Powierzchnia uprawy tytoniu (tys. ha) i produkcja surowca tytoniowego (tys. t)
w Polsce w latach 2006-2012
Grupa uzytkowa
Tyton ciemny
Rok Powierzchnia/ | Ogolem Tyt9n jasny Tyt9n jasny Tytos ciemny z mozhwos'aa{
. odmiany typu|odmiany typu . dosuszenia
produkcja N suszony powietrzem| .
Virginia Burley i wedzenia
(Kentucky)
powierzchnia (ha)| 16,8 9,8 6,0 0,7 0,3
2006
produkgija (t) 40,5 22,5 14,5 2,3 1,2
powierzchnia 17,6 10,8 5,8 0,5 0,5
2007
produkcja 39,6 23,9 12,6 1,5 1,6
5008 powierzchnia (ha) | 16,8 10,6 5,1 0,7 0,5
produkgja (t) 41,2 24,2 13,1 2,2 1,7
5009 powierzchnia (ha) | 16,9 10,3 53 0,7 0,5
produkgja (t) 42,0 24,8 12,9 2,3 1,9
5010 powierzchnia (ha) | 16,9 10,3 5,7 0,7 0,2
produkcja (t) 31,3 18,3 11,4 1,1 0,5
So11 powierzchnia (ha) | 14,7 9,6 4,4 0,5 0,3
produkcja (t) 30,1 19,5 8,9 1,1 0,5
012 powierzchnia (ha) | 14,9 9,9 3,8 0,4 0,7
produkgja (t) 39,5 25,7 10,3 1,2 2,3

Zrodto: dla lat 2006-2010 — Komisja Europejska. Rolnictwo i Rozwoj Obszaréw Wiejskich. Rynki
Rolnicze: Tyton nieprzetworzony (3), dla lat 2011-2012 — informacja MRiRW (dla roku 2012 dane
szacunkowe).

Powierzchnia uprawy tytoniu w Polce, w latach 2006-2009 wykazywata pewna

stabilizacje, a zalamanie nastapito dopiero w latach 2010-2011 (tab. 5).

W latach 2010 1 2011 nastapil wyrazny spadek produkcji, szczegolnie jesli chodzi
o ilo$¢ wyprodukowanego surowca. Wigzato si¢ to glownie z zaprzestaniem doptat
powiazanych z produkcja i wycofaniem si¢ czgéci rolnikow z uprawy tytoniu,

a takze niesprzyjajacymi warunkami pogodowymi w roku 2010.

W Polsce uprawia si¢ cztery grupy odmian tytoniu:
1. Tyton jasny, odmiany typu Virginia (rejony: lubelsko-podkarpacki, $§wigto-

krzysko-matopolski, kujawsko-pomorski, mazurski, dolnoslaski).

2. Tytonjasny, odmiany typu Burley (rejony: lubelsko-podkarpacki, $wigtokrzysko-
malopolski, kujawsko-pomorski, mazurski, dolnoslaski).

3. Tyton ciemny suszony powietrzem, odmiany typu Mocny Skroniowski
1 Putawski (rejony: lubelsko-podkarpacki, $wigtokrzysko-matopolski, mazurski).

4. Tyton ciemny suszony powietrzem, z mozliwoscig dosuszenia i we¢dzenia, od-
miany typu Kentucky (rejony: $wigtokrzysko-matopolski, kujawsko-pomorski).
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Wielko$¢ produkeji i plony tytoniu w Polsce

W roku 2009, wg roznych danych, w Polsce wyprodukowano ok. 42-44000
t wysuszonych lisci tytoniu (3, 4, 7, 8). Liscie odmian typu Virginia (grupa I) stano-
wily ok. 59%, odmian typu Burley (grupa II) — 31%. Udzial odmian typu Moc-
ny Skroniowski (grupa III) i Kentucky (grupa IV) stanowily odpowiednio ok. 5,5
1 4,5% ogolnej ilosci wyprodukowanego tytoniu. W roku 2010 ogdlna produkcja
zmniejszyta si¢ wydatnie i wynosita od 31000 t (3) do ok. 3000 t (9) i na zblizonym
poziomie utrzymata si¢ w roku 2011. Te gwaltowng obnizke w stosunku do lat
poprzednich wywotaty, oprocz czynnika ekonomicznego, wyjatkowo niesprzyjajace
warunki pogodowe w sezonie 2010 (dtugie okresy chtodnej i deszczowej pogody
na przemian z kréotkimi okresami bardzo wysokich temperatur). Spowodowato to
niskie plony. Poza tym w wielu okolicach wystgpity lokalne podtopienia, a nawet
powodzie, ktore spowodowaty zniszczenie czes$ci upraw.

Srednie plony tytoniu z jednostki powierzchni w ostatniej dekadzie wykazywaty
znaczng tendencje wzrostowa: w roku 2000 wynosity ok. 2,1 t-ha™!, a w roku 2009
2,5t-ha'. W latach 2010-2011 $rednie plony zmniejszyty sie wedhug réznych danych
do ok. 2,0-2,2 t-ha! (4, 9) (rys. 1). Za gtdéwng przyczyne tego zatamania produk-
cji, jak i uzyskiwanych plonéw, mozna uznaé¢ bardzo niesprzyjajace uprawie tyto-
niu warunki pogodowe. Nalezy jednak mie¢ na uwadze takze to, ze realnie uzys-
kane wyniki produkcji tytoniu mogg odbiega¢ od zarejestrowanych u pierwszych
przetworcow. Powodem tego jest zjawisko sprzedazy surowca tytoniowego kup-
com niezarejestrowanym i niewiadomego pochodzenia. Skala tego zjawiska jest
niemozliwa do doktadnego okreslenia, wedtug niektorych opinii jest ona margi-
nalna, wedlug innych znaczaca. Niewatpliwie (przynajmniej dla niektérych produ-
centéw), mozliwos¢ odsprzedazy tytoniu poza oficjalnym systemem skupu moglta,
szczegoOlnie po 2009 roku, nabra¢ dodatkowej atrakcyjnosci. Moglo to sklonié¢
plantatorow, szczegdlnie tych produkujacych tyton o niskiej jakosci, do skorzysta-
nia z oferty kupcow dzialajacych poza oficjalng siecig skupu, ktérzy oferuja ceny
wyzsze niz tgczna srednia warto$¢ tytoniu sprzedanego oficjalnie (cena + doptata),
przy jednoczesnie mato rygorystycznych wymaganiach odno$nie jako$ci oraz
pozostatosci niepozadanych sktadnikéw w lisciach. Z tego powodu dostepne dane
dotyczace produkcji surowca tytoniowego 1 wydajnosci z jednostki powierzchni sg
prawdopodobnie nizsze od rzeczywistych. Wedlug szacunkéw Ministerstwa Rol-
nictwa i Rozwoju Wsi w roku 2012 mozna spodziewac¢ si¢ wzrostu srednich plondéw
do ponad 2,5 t-ha'! (rys. 1).
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Rys. 1.Srednie plony tytoniu w Polsce w latach 2001-2010 (t-ha™")

Zrodto: FAOSTAT (4) dla lat 2001-2010 i w oparciu o informacje MRiRW dla lat 2011-2012 (dla
roku 2012 dane szacunkowe).

Koszty i optacalno$¢ produkcji tytoniu w Polsce

Koszty ponoszone przez producentéw na uprawe tytoniu wykazuja statg tendencje
rosngca, wynikajacag z ogdlnego wzrostu cen $rodkéw produkeji w rolnictwie
(w szczegolnosci nawozy, §rodki ochrony roslin i nosniki energii). Tyton jest uprawa
intensywna, wymagajaca duzych naktadéw na nawozenie (najlepiej mieszankami na-
wozowymi specjalnie dedykowanymi do danego typu tytoniu), jak réwniez na $rodki
chemicznejochronyro$lin, gdyzjestporazany przezwiele chorobiszkodnikow. Przede
wszystkim jednak tyton, a w szczeg6lnosci dominujacy w uprawie typ Virginia, jest
uprawg energochtonng. Naktadoéw energii w formie opatu wymaga produkcja rozsady,
a w typie Virginia — dodatkowo suszenie, aczkolwiek naktady energii na dosusza-
nie moga wystepowacé rowniez w pozostatych typach. Wg oceny IUNG-PIB koszty
materiatowe w roku 2010 w przeliczeniu na 1 ha uprawy ksztattowaty si¢ na pozio-
mie 11400 zt dla tytoniu Virginia i 8400 zt dla tytoniu Burley i pozostatych dwoch
grup tytoniu. Srednie koszty materialowe na uprawe tytoniu w Polsce w 2010 roku
wynosity ok 10400 zt-ha'. Innym elementem, w istotny sposob wptywajacym na
rachunek ekonomiczny produkcji tytoniu, sg koszty robocizny. Te ostatnie rowniez
wzrastajg systematycznie, a dodatkowo pracownik najemny jest coraz trudniejszy
do pozyskania i czesto charakteryzuje si¢ niska wydajnoscia pracy. W latach 2010-
2011 cena najmu pracownika do uprawy tytoniu oscylowata wokot 10 zt za godz.
Problem sity najemnej dotyczy przede wszystkim gospodarstw uprawiajacych tyton
na wiekszym niz przecigtny areale.
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W roku 2009 $redni dochod przypadajacy na jednostke (1 kg) wyprodukowanego
tytoniu wynosit ok. 13,1 zt, na co sktadata si¢ srednia cena skupu przez pierwszych
przetworcow (4,1 zt-kg™') oraz doptaty — zwigzana i niezwigzana z produkcja (facznie
srednio 9 zt-kg! — tab. 6). W roku 2010 w zwigzku z likwidacja doptat zwigzanych
z produkcja tytoniu przy jednoczesnej podwyzce cen ($rednio 7,4 zt-kg' ptacone
przez skupujacych i 4,8 zt/kg w formie doptaty nie zwigzanej z produkcja — tacznie
12,2 zt-kg™"), nastapit pewien spadek $redniej tacznej wartosci 1 kg surowca tyto-
niowego sprzedawanego w Polsce. Przede wszystkim drastycznej zmianie ulegta
proporcja ceny skupu (zaleznej od klasy wykupowej, tj. jakosci surowca) do doptaty
— niezaleznej od jakosci wyprodukowanego tytoniu.

Z analizy przeprowadzonej ostatnio w IUNG-PIB, wykonanej ad hoc i nie
poprzedzonej szczegotowym wywiadem na temat realnie ponoszonych kosztow
i uzyskiwanych przychodéw w konkretnych gospodarstwach wynika, ze rentownos¢
uprawy tytoniu wyrazona nadwyzka bezposrednia bez uwzglednienia kosztow ro-
bocizny, a wiec przy zatozeniu korzystania wytgcznie z pracy czlonkéw rodziny,
wynosita w roku 2009 ok. 23000 zt rocznie z 1 ha uprawy (tab. 6). W Polsce $rednia
powierzchnia uprawy tytoniu w gospodarstwie wynosita w 2009 roku ok. 1,4 ha.
Przy zatozeniu niekorzystania z robocizny najemnej (mozliwym przy takim areale)
dochdd bezposredni z tytulu uprawy tytoniu wyniost ok. 32000 zt na statystyczne
gospodarstwo uprawiajace tyton (oznacza to ok. 650 zt miesiecznego dochodu na
cztonka rodziny w gospodarstwie — tab. 7).

W roku 2010 przy spadku $redniego plonu (do ok. 2,0 t-ha') ha i spadku dochodu
uzyskiwanego z 1 kg do 12,2 zt, dochod ten zmalat do ok. 14500 zt na 1 ha uprawy
i do 19000 zt (ok. 400 zt na cztonka rodziny) w statystycznie $rednim gospodarstwie
uprawiajacym tyton (powierzchnia uprawy 1,4 ha) .

Nalezy rowniez pamietac, ze wielu plantatorow, szczegolnie drobnych, uzyskato
w roku 2010 wyniki znacznie ponizej $redniej, szczegolnie w rejonach dotknigtych
trudnymi warunkami pogodowymi. W matoobszarowych gospodarstwach rowniez
jakos¢ uzyskanego surowca jest zwykle ponizej $redniej. Przykladowo gospodar-
stwo uprawiajgce tyton na powierzchni ok. 1 ha, uzyskujace plon 1,8 t-ha! (w tabelach
617 okreslane jako ,,gospodarstwo stabe”), przy $redniej cenie (facznie z doptata) ok.
10 zt-ha!, mogto liczy¢ na nadwyzke bezposrednia wynoszaca ok. 7800 zt (ok. 140
7t miesiecznie na cztonka rodziny, przy zatozeniu niekorzystania z pracy najemnej).
Wymienione wyzej wyniki ekonomiczne tworza ogoélne odczucie nieoptacalnosci
uprawy tytoniu. Przy zatozeniu, ze $rednie gospodarstwo tytoniowe o pow. ok.
5 ha (w tym 1,5 ha tytoniu) posiada na utrzymaniu 4 osoby, a tyton stanowi jedyne
zrodto statego dochodu, mozna tatwo wyliczy¢ (uwzgledniajac jednolita ptatnosé
obszarowg), ze w roku 2010 na 1 osobe w gospodarstwie przypadt doch6d wynoszacy
ok. 5700 zt rocznie (ok. 480 z miesigcznie). Stanowi to mniej niz potowe sredniego
miesiecznego dochodu na cztonka rodziny w Polsce, wynoszacego 1114 zt w roku
2010 (10) i nieco wigcej niz potowe sredniego dochodu w rodzinach rolniczych
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(880 zh). Powyzsze relacje mozna uwazac za gtowne wytlumaczenie obserwowane-
go spadku zainteresowania uprawa tytoniu. Spadek ten nie jest jeszcze wigkszy,
poniewaz uprawiajacy tyton mogg mie¢ inne dochody (rolnicze i pozarolnicze) oraz
brak jest uzasadnionej ekonomicznie alternatywy dla uprawy tej rosliny.

W roku 2011 utrzymane byly zasady wsparcia obowigzujace w roku 2010 (jed-
nolita ptatno$¢ obszarowa i ptatno$¢ niezwigzana z produkcja), a taryfy wyku-
powe (podane do wiadomosci przez glownych pierwszych przetwdrcow) nie
r6znily si¢ znaczaco od obowigzujacych w roku 2010. Niewielki wzrost dochodow
w porownaniu z uzyskiwanymi w roku poprzednim moze wynika¢ ze wzrostu plonu
i jego jakosci do poziomu z 2009 roku, oraz z faktu, ze w roku 2011 wystgpita
srednia nadwyzka bezposrednia, wynoszaca ok. 19000 zt z ha (550 zI miesi¢cznie na
cztonka rodziny). Ewentualny wzrost dochodu netto spowodowany przez wprowa-
dzenie ostatnio do masowej uprawy wysokoplonujacych i wysokojakosciowych od-
mian zaréwno produkcji krajowej, jak i zagranicznej, moze jednak zosta¢ zniwe-
lowany przez dalszy wzrost cen $rodkow produkcji.

W latach 2012-2013 obowigzuje w Polsce wsparcie specjalne z tytutu poprawy
jakos$ci produktow rolnych na podstawie art. 68 ust. 1, a pkt. i rozporzadzenia Rady
(WE) Nr 73/2009 (13). Zasady tego wsparcia reguluje ustawa o zmianie ustawy
o platnosciach w ramach systeméw wsparcia bezposredniego z dnia 27. 01. 2012
roku (Dz.U. 2012 p. 243) (15). Wsparcie obejmuje rolnikéw bedacych produ-
centami surowca tytoniowego wysokiej jakosci, ktorzy zawarli umowy na uprawe
z zatwierdzonymi pierwszymi przetworcami. Wysoko$¢ wsparcia jest powigzana
z cenami uzyskiwanymi za dostarczany surowiec w punktach skupu. Ptatnos¢ z tytutu
wsparcia jakoSci obowigzuje rownolegle z dotychczasowsa platnoscig niezwigzang
z produkcjag. W odroznieniu od tej ostatniej, ktora obejmuje plantatorow
produkujacych surowiec tytoniowy w latach 2005 1 2006, jedynym warunkiem ubie-
gania si¢ o platno$¢ w programie wsparcia jakosci bedzie posiadanie gospodarstwa
rolnego o pow. przynajmniej 1 ha, znajdujacego si¢ w jednym z 5 okregdow uprawy
tytoniu (11). Program jest opracowany oddzielnie dla trzech grup tytoniu (Virginia,
Burley oraz grupe tytoni ciemnych, powstatg z potaczenia odmian typu Mocny Skro-
niowski i Kentucky — grupy Il i IV). W oparciu o dotychczasowe wyniki produkecji
szacuje si¢, ze program obejmie 9,5 tys. ton tytoniu klasy I i II w typie Virginia,
3,9 tys. ton tytoniu klasy I w typie Burley i 3,4 tys. ton tytoniu klasy I w grupach
III i IV. W oparciu o powyzsze wyliczenia i na podstawie ogdlnej kwoty przezna-
czonej na ten program (ok. 30 mln euro rocznie) szacuje si¢, ze Srednia doptata do
produkowanego w Polsce tytoniu bedzie wynosi¢ odpowiednio 2,0, 2,2 10,9 euro dla
Virginii, Burleya i tytoni ciemnych.

Przyjmujac utrzymanie cen za tyton oferowanych przez pierwszych przetwor-
coéw na poziomie z roku 2010 oraz uzyskiwane wydajnosci na poziomie 2009 roku,
warto$¢ brutto 1 kg wyprodukowanego tytoniu bedzie na poziomie ok. 20 zt za
kilogram (cena ptacona przez 1. przetwoérce + doplata obszarowa + doptata niezwia-
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zana z produkcjg+doptata z tytutu jakosci). Spodziewana przy takich zatozeniach
nadwyzka bezposrednia dla plantatora produkujacego tyton na pow. 1 ha, bez za-
trudniania pracownikow najemnych bedzie zaleze¢ od cen srodkéw produkeji, ale
moze si¢ ksztattowaé na poziomie ok. 40000 zt (tab. 7). Mozna przyjaé, ze w przy-
padku funkcjonowania w latach 2012-2013 omawianego systemu wsparcia produk-
¢ji roczny dochod z uprawy tytoniu nalezgcego do jednej z dwoch gtownych grup
(Virginia 1 Burley) na statystycznie $redniej powierzchni 1,4 ha wynositby ok. 58000
zt rocznie, co by oznaczalo Sredni miesigczny dochdd w wysokosci ok. 1200 zt na
1 z 4 0s6b pracujacych w gospodarstwie, a wigc zrownanie dochodu na cztonka
rodziny ze $rednig ogdlnopolska.

Powyzsze szacunki i kalkulacje nie uwzglednialy kosztow robocizny oséb
pracujacych w gospodarstwie, ani nakladow na amortyzacj¢ budynkdw, sprzetu
i urzadzen. Przyjecie takiej zasady jest zgodne z realiami matych gospodarstw
produkujacych tyton, w ktorych percepcja dochodowosci ksztaltuje si¢ na pod-
stawie tej cze$ci wartosci sprzedanego plonu, ktdra pozostaje po odjeciu kosztow
materiatowych.

Poziom zapotrzebowania na tyton w Polsce

W Polsce dzialta 6 zarejestrowanych pierwszych przetworcéw tytoniu,
posiadajgcych uprawnienia do skupowania surowca na terenie naszego kraju: Uni-
versal Leaf Tobacco Poland sp. z o. 0., FTK sp. z o0.0. (niedawno przejeta wraz
ze spotka-matka Lubelskimi Zakladami Tytoniowymi przez francuskg firme Bio-
syntec), Philip Morris Polska Tobacco sp. z o. 0., Luxor sp. z o. 0., Tabak Polen
sp. z 0.0. oraz Belfepac Nv (przetworca belgijski, ktory posiada prawo do zawiera-
nia uméw z polskimi plantatorami). Firmy te przerabiaja tacznie 26000 t tytoniu.
Jednoczesnie eksport tytoniu surowego w roku 2010 z Polski wynosit ok 21000 t,
a import do Polski — ok. 75000 t.

Na terenie Polski zlokalizowanych jest ponadto 6 zakladow nalezacych do
miedzynarodowych firm tytoniowych (Philip Morris Polska — zaktad w Krakowie,
British American Tobacco Polska — zaktady w Augustowie i pod Myslenicami, Ja-
pan Tobacco Polska — zaktad w Poddebicach, Imperial Tobacco Polska — zaktady
w Tarnowie Podgornym i w Radomiu) oraz Zaktady Tytoniowe w Lublinie. Firmy te
produkuja tacznie ok. 135000 t wyrobdw tytoniowych.

Na podstawie danych dotyczacych przerobu tytoniu surowego w Polsce
i danych eksportu tytoniu (11) mozna przyjaé, ze rynek w naszym kraju jest w stanie
zaabsorbowac ok. 50000 t nieprzerobionego tytoniu rocznie. Mozna przypuszczac,
ze w przypadku wycofania si¢ czg¢sci dziatajacych w Polsce pierwszych przetwor-
cOw ich role na rynku w pewnym stopniu (trudnym do ustalenia), moga przejaé
kupcy zagraniczni, ktorzy w zaistnialej sytuacji zechcg podjac starania o uzyskanie
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licencji na kontraktowanie tytoniu u plantator6w w Polsce. Pewng rolg w podtrzy-
maniu zapotrzebowania na tyton moga tez odegra¢ wyzej wspomniani nielicenc-
jonowani kupcy, skupujacy tyton bezposrednio u plantatorow.

Konsekwencje zaprzestania ukierunkowanego subsydiowania
rynku tytoniowego po 2013 roku

Zaprzestanie wsparcia plantatoréw tytoniu na drodze takich czy innych doptat
majacych zwigzek z produkowanym przez nich surowcem oznacza, ze o oplacalnosci
produkeji decydowaé bedzie jedynie cena oferowana przez pierwszych przetwor-
cow. Mozna z duzym prawdopodobienstwem przyjaé, ze taryfy wykupowe na tyton
w Polsce osiagnely obecnie poziom $wiatowych cen rynkowych i jesli beda si¢
zmienia¢, to zmiany te bedg gtownie zwigzane z wahaniami cen na tych rynkach.
Srednia cena skupu tytoniu Virginia w Polsce w roku 2010 wynosita ok. 8 zt za kg,
co jest bliskie wartosci 2,8 USD, wokot ktorej oscylowaly ceny tytoniu surowego na
swiecie. Ewentualne podniesienie taryf wykupowych w Polsce moga spowodowac
dwie okolicznos$ci: a) gtéwni producenci tytoniu sg geograficznie odlegli od Polski
(Ameryka Pid, Daleki Wschod, Afryka) i sprowadzanie tytoniu na potrzeby prze-
robu w Polsce wiaze si¢ z dodatkowymi kosztami przewozu, b) w Polsce zloka-
lizowane sa duze zaklady produkujace wyroby tytoniowe (50% ich produkcji jest
eksportowana) i ich likwidacja pociggnetaby za sobg powstanie problemow logisty-
cznych, ekonomicznych, a nawet politycznych.

W sytuacji zaprzestania subsydiow, przecigtne polskie gospodarstwo tytoniowe
(ok. 1.4 ha tytoniu), przyjmujac nawet niewielki wzrost plonéw (do 2,7 t-ha') i ceny
jednostkowej surowca (do 8 zl/kg), uzyska warto$¢ sprzedazy surowca nie wieksza
niz 30 tys. zt (tab. 7). Przyjmujac nieunikniony wzrost kosztéw materialowych
o ok. 10%, uzyskang nadwyzke bezposrednig na 1 ha bez uwzglednienia kosztow robo-
cizny mozna szacowac ponizej 10000 zt (tab. 7), co oznacza mniej niz 300 zt miesigcz-
nie na osobg w czteroosobowej rodzinie uprawiajgcej tyton na powierzchni 1,4 ha.

Parametry optacalnosci, ktére prawdopodobnie wystapig po roku 2013 beda
gorsze niz obecne i poréwnywalne do tych, ktore wystgpity w 2010 roku w stabszych
gospodarstwach uprawiajacych tyton. O ile wyrazne pogorszenie optacalno$ci upra-
wy tytoniu w roku 2010 w stosunku do lat poprzednich jeszcze nie spowodowato
gwattownego zatamania uprawy, to sytuacja po roku 2013 moze stanowi¢ szok dla
producentéw tytoniu, tym bardziej, ze wystapi ona po dwuletnim okresie przypusz-
czalnie znacznej poprawy w tym wzgledzie.

Mozna si¢ zatem spodziewaé, ze gldéwna konsekwencja zaprzestania subsydio-
wania produkcji tytoniu bedzie masowy odptyw plantatoréw, szczegdlnie drobnych
i $rednich, przy jednoczesnym zwickszeniu powierzchni uprawy przez duzych
producentow, ktorzy przez dwa lata wzglednie wysokiej optacalnosci zgromadza
odpowiednie rezerwy $rodkéw koniecznych na dodatkowe zwiekszenie powierz-
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chni uprawy. Zaktadajac intensywna produkcje tytoniu (plon w granicach 3,5 t-ha™')
o wysokiej jakosci (8,5 zt-kg!) na powierzchni 10 ha i kosztach najmu pracownikow
sezonowych wynoszacych ok. 120000 zt, mozna bgdzie osiggnaé¢ dochdd z uprawy
w wysokosci ok. 60000 zt, co moze juz uzasadniaé celowos¢ kontynuowania takiej
produkcji. Na jeszcze wickszych areatach dochody moga by¢ odpowiednio wicksze.
Duza role w utrzymaniu produkcji tytoniu w Polsce w tych zmienionych warunkach,
oprocz dostepu do wzglednie taniej sily roboczej, bedzie miat zapewne do odegrania
dobrze funkcjonujacy system kredytowania, dotychczas nie posiadajacy szczegdlnie
istotnego znaczenia z uwagi na matg skale produkcji i stosunkowo niskie naktady
w poszczegolnych gospodarstwach.

Inne uwarunkowania

Istotnym czynnikiem mogacym mie¢ bardzo znaczacy wpltyw na uprawe tytoniu,
zarowno w Polsce jak i w wielu innych krajach §wiata, jest prowadzona na wie-
lu ptaszczyznach i przez wiele organizacji kampania antytytoniowa. Znalazta ona
swoj najbardziej dobitny wyraz w mi¢dzynarodowym traktacie, tzw. Ramowej Kon-
wencji Kontroli Rynku Wyrobow Tytoniowych (FCTC), przygotowanej pod aus-
picjami Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO), ktora weszta w zycie w roku 2005
1 ktorg dotychczas ratyfikowato 168 krajow (5). Postanowienia traktatu majg na celu
ograniczenie popytu i podazy wyrobow tytoniowych i obejmuja regulacje¢ reklamy
1 promocji, opakowania i oznakowania, zawarto$¢ produktu i informacje o produk-
cie oraz polityke cenowg i fiskalng. FCTC naktada na ratyfikujace kraje obowiazek
wprowadzania skutecznych programéw walki z paleniem tytoniu zgodnych z prawem
krajowym i uwzgledniajacych lokalne uwarunkowania kulturowe, spoteczne i polity-
czne (17). Od roku 2007 Konferencja Stron (COP ) — cialo zarzadzajace Konwencjg
— zaostrzyta kurs antytytoniowy, przyjmujac szereg tzw. wytycznych wybiegajacych
poza postanowienia traktatowe i obliczonych juz nie tylko na ograniczenie popy-
tu na wyroby tytoniowe i konsumpcji tych wyrobow, ale takze majacych na celu
bezposrednio lub posrednio likwidacje lub przynajmniej drastyczne ograniczenie
uprawy tytoniu. W roku 2010 COP oglosita wytyczne w ramach artykutéw 9 1 10
Konwencji. Wytyczne te naktadajg ograniczenia lub zakazujg stosowania sktadnikow,
substancji aromatyzujacych i innych dodatkow, ktére ,,zwigkszaja atrakcyjnos$¢”
wyrobu tytoniowego (2). Ograniczenia te, w przypadku przyjecia ich przez panstwa
— strony traktatu, praktycznie wyeliminujg zapotrzebowanie przemystu na niektore
typy tytoniu, przede wszystkim na szeroko rozpowszechnione w uprawie odmiany
typu Burley. Tytonie te, ze wzgledu na swoje wiasciwosci fizyczne sg szeroko stoso-
wane w wyrobach tytoniowych jako umozliwiajace tzw. sosowanie, czyli dodawa-
nie do produktu réznych substancji nadajacych pozadane wlasciwosci gotowemu
wyrobowi. Wytyczne przygotowywane na rok 2012 odnoszg si¢ do artykutow 17
1 18 Konwencji, ktérych postanowienia zobowigzujg strony traktatu do zapewnie-
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nia alternatywnych §rodkéw utrzymania plantatorom tytoniu dotknietym spadkiem
podazy. Opracowywane przez COP wytyczne wykraczaja daleko poza postanowienia
w/w artykutow 1 maja na celu bezposrednie wymuszenie ograniczenia uprawy tyto-
niu. Maja one obejmowac¢ m.in. zakaz stosowania cen minimalnych na tyton, zakaz
pomocy technicznej dla rolnikéw uprawiajacych tyton przez firmy skupujace, zakaz
zawierania kontraktow z rolnikami przez firmy tytoniowe. Wprowadzenie w zycie
tych wytycznych oznacza catkowitg destrukcje organizacji produkcji tytoniu przez
miliony plantatoréw na calym $wiecie (1). Jednak nie wszyscy czolowi producenci
ratyfikowali konwencje FCTC (nie ratyfikowaly m.in. Argentyna, USA, Malawi,
Zimbabwe, Indonezja). Trudno takze przypuszczaé, by do projektowanych wy-
tycznych zastosowali si¢ dwaj najwigksi producenci (Chiny i Brazylia), godzac si¢
tym samym na trudne do przewidzenia perturbacje gospodarcze i spoteczne w swo-
ich krajach. Nalezy wigc przypuszczac, ze wbrew intencjom projektodawcow, za-
mierzone przez FCTC restrykcje nie wptyng w znaczacy sposob na globalng podaz
surowca tytoniowego. Glownym skutkiem ewentualnego wprowadzenia w zycie
tych rozwigzan bedzie przesunigcie uprawy tytoniu z krajow, ktére do rygoréw kon-
wencji si¢ zastosuja, do krajow nie zwigzanych konwencja lub nie godzacych si¢ na
jej postanowienia. Z duzym prawdopodobienstwem mozna wiec przyjac, ze marze-
nie protagonistow Ramowej Konwencji o ,,$§wiecie wolnym od tytoniu” nie sprawdzi
si¢ w mozliwej do przewidzenia przysztosci. Jest jednak rownie oczywiste, ze upra-
wa tytoniu i los rolnikow-producentow tytoniu w wielu krajach, w tym w Polsce, sa
zagrozone i1 ze w najblizszym czasie bedg w wickszym stopniu zaleze¢ od decyzji
politycznych niz od naturalnej gry rynkowe;j.
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Wstep

Tyton uprawny stanowi jedng z wazniejszych dla czlowieka roslin przemystowych.
Glownym celem prac hodowlanych jest dostarczenie rolnikom odpornych odmian,
zapewniajacych stabilne plonowanie i tym samym decydujacych o optacalnosci
produkcji, a dla przemystu — surowca o dobrych cechach jakosciowych. Nowe odmiany
tytoniu z jednej strony powinny cechowac¢ si¢ odpornoscia na patogeny, szczegolnie
na te, ktorych zwalczanie jest utrudnione lub kosztowne, z drugiej za$ surowiec z nich
otrzymany powinien odznaczac si¢ odpowiednimi wlasciwosciami technologicznymi
waznymi z punktu widzenia przemystu tytoniowego. Obecnie prace nad ulepszaniem
genotypow tytoniu tgcza metody tradycyjnej hodowli z metodami biotechnologicz-
nymi, np. zastosowaniem kultur in vitro, czy technikami biologii molekularnej, co
znacznie skraca i utatwia proces hodowlany. Tyton jako roslina modelowa jest rowniez
obiektem wielu badan z zakresu genetyki, biologii molekularnej i biotechnologii,
a uzyskane wyniki maja znaczacy wktad w rozwdj tych dziedzin nauki. W ponizszym
rozdziale zostaly omowione zard6wno metody i techniki znane i stosowane od wielu
lat, jak rowniez te najnowsze, ktore zrewolucjonizowaty hodowle i genetyke roslin.

Bariery krzyzowalno$ci w mieszancach miedzygatunkowych/przeltamywanie
niezywotnos$ci form mieszancowych

Wykorzystanie gatunkoéw oddalonych w hodowli daje szanse¢ transferu wielu ko-
rzystnych genow, warunkujacych lepszy plon lub odpornos¢ na choroby i szkodniki.
Niestety, krzyzowanie mi¢dzygatunkowe wigze si¢ z wieloma trudno$ciami. Wraz
z rozwojem nauki zwigkszajg si¢ mozliwosci przetamywania barier krzyzowalnosci,
do ktorych naleza niezgodno$¢ krzyzowkowa, $miertelnos¢ oraz bezptodnosc
mieszancow.

Niezgodnos¢ krzyzowkowa, czyli niemozno$¢ uzyskania nasion mieszancowych,
moze by¢ spowodowana wieloma czynnikami. Jako pierwsza przyczyne wymienia si¢

*Opracowanie wykonano w ramach zadania 3.5 w programie wieloletnim IUNG-PIB
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trudno$¢ dotarcia tagiewki pytkowej do zalgzni. Moze by¢ ona spowodowana roznicg
w dhlugosci stupka pomigdzy gatunkiem matecznym i ojcowskim, fizjologiczna
inhibicjg wzrostu tagiewki pytkowej lub mechanicznymi trudno$ciami w penetracji
tagiewki przez tkanke stupka. Inhibicja fizjologiczna, okreslanajako tzw. niezgodnos¢
gametofityczna, jest warunkowana genetycznie (149), natomiast inhibicja mechani-
czna jest spowodowana roéznicami w wielkos$ci komorek gatunkéw rodzicielskich.
Dotarcie tagiewki do zalazni nie gwarantuje jeszcze sukcesu, gdyz gamety zenska
i meska nie zawsze si¢ tacza ze sobg. Wigze si¢ to z podziatami komorek osrodka bez
utworzenia zarodka i bielma, a w konsekwencji niewytworzenie nasion lub utworze-
nie diploidalnego bielma i powstanie nasion bez zarodka. Zjawiskiem spotykanym
przy krzyzowaniu z udziatem dzikich gatunkoéw rodzaju Nicotiana jest powstawa-
nie haploidalnych lub diploidalnych roslin typu matecznego lub ojcowskiego, spo-
wodowane podziatami komorkowymi komorki jajowej lub jadra plemnikowego
w woreczku zalagzkowym. Haploidy mateczne uzyskano w krzyzowkach Nicotiana
tabacum x N. africana (26), natomiast haploidy typu androgenicznego powstaty
w krzyzéwce N. tabacum % N. gossei (27). Przyczyna niezgodnosci krzyzowkowe;j
moze by¢ rowniez nieprzezywalnos$¢ zarodka i w konsekwencji niezywotne nasio-
na. Zahamowanie rozwoju zarodka ttumaczy si¢ niezgodno$cig miedzy matecznym
bielmem i obcym zarodkiem.

Sposobami na przetamanie tego typu niezgodnosci sa: odpowiedni dobor ga-
tunkow 1 odmian do krzyzowan, nacigcie szyjki stupka (173) oraz zastosowanie tzw.
pytku mentora. Ostatnia metoda, opisana przez Pandey w roku 1977 (149),
polega na zmieszaniu zgodnego pytku z niezgodnym pytkiem wiasciwym i nanie-
sienie ich na znami¢ stupka. Pylek-mentor poddawany jest wczesniej promienio-
waniu jonizujgcemu, co pozwala zniszczy¢ jego jadra generatywne, ale nie nisz-
czy zdolnosci kietkowania i tworzenia fagiewki pytkowej, ktora dostarcza substancji
stymulujagcych dla wzrostu tagiewki pytku wiasciwego. Uzyskanie zywotnych
nasion w krzyzowkach N. tabacum x N. rosulata i N. tabacum x N. debneyi byto
mozliwe na drodze sztucznego zapylenia wycietych zalazkow i hodowli zaptodnionych
zalazkow w warunkach in vitro (177). W momencie wystgpienia barier o charak-
terze zygotycznym zaptodnienie in vitro moze okaza¢ si¢ nieskuteczne. Kolej-
nym sposobem majacym na celu poprawe zywotnosci i liczby nasion jest zastoso-
wanie réznych zwigzkow chemicznych, jak na przyktad kwas giberelinowy (120).
W celu zapobiezenia abscysji, opadaniu kwiatow i1 zwigkszeniu liczby nasion,
mozna zastosowa¢ 5% mieszaning [AA w lanolinie na szyputki kwiatowe (31) lub
przeprowadzi¢ wielokrotne zapylanie tych samych kwiatow.

W latach 70. opracowano metode fuzji protoplastow, czyli taczenia ze
soba komorek somatycznych. Opisana przez Gamborga i Wettera
w 1975 roku (75) metodyka obejmowata trzy etapy: izolacje protoplastow na drodze
enzymatycznego rozktadu $cian komoérkowych, taczenie protoplastow w obecnos$ci
glikolu polietylenu oraz selektywna hodowlg produktow fuzji. Uzycie odpowiedniej
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pozywki pozwala odrozni¢ kalus form mieszancowych od kalusa form rodziciel-
skich. Pierwszym miedzygatunkowym mieszancem w rodzaju Nicotiana uzyskanym
na drodze fuzji byt N. langsdorfii x N. tabacum (32). Prace nad izolacja i fuzja
protoplastow tytoniu prowadzono réwniez w [IUNG w Pulawach z wykorzystaniem
dwodch metod (144, 145). Pomyslny przebieg izolacji, taczenia protoplastow i rege-
neracji roslin napotykal jednak dalsze trudno$ci zwigzane z prowadzeniem wydajnej
i szybkiej metody selekcji mieszancow somatycznych. Poza tym metoda fuzji pro-
toplastow pozwalata obej$¢ bariery krzyzowalnosci na drodze gametycznej, ale nie
zmniejszalta trudnosci taczenia genomow krzyzowanych gatunkow.

Nieprzezywalno$¢ mieszancow, czyli zamieranie roslin w fazie siewki lub na
dalszym etapie rozwoju, moze by¢ spowodowane somatyczng niestato$cig chromo-
somow (133). Nieregularne podzialy mitotyczne i inne przejawy niestatosci chro-
mosomowej we wezesnych stadiach rozwoju zarodkowego prowadza do utworzenia
roznych, czesto niezbalansowanych genotypow i, co za tym idzie, pojawianie si¢ w F,
zréznicowanych, czgsto nieprzezywajacych fenotypdw. Niezywotno$¢ mieszancow
zostata podzielona na cztery typy w oparciu o objawy (193):

* Typ I — brazowienie wierzchotka pedu i korzenia,

* Typ Il — brazowienie liscieni i korzeni (rys. 1),

» Typ II — z6tkniecie lisci,

* Typ IV — tworzenie wielu pedow.

Rys. 1. Niezywotno$¢ typu II w mieszancach miedzygatunkowych N. tabacum ‘“VAM’ x N. africana
(a) oraz N. tabacum ‘Wislica’ X N. afiricana (b)

Zrodto: fot. A. Depta, zasoby whasne ZHiBR ITUNG-PIB.

Badania wskazuja, ze co najmniej typ II i Il zwigzany jest z programowang
$miercig komorki, czyli apoptoza, ktdrej towarzysza kondensacja chromatyny, frag-
mentacja jadra i wewnatrzjadrowa fragmentacja DNA. Te obserwacje wskazuja,
ze niezywotno$¢ mieszancow jest kontrolowana genetycznie, w wyniku interak-
cji migdzy genomami oraz, ze czynniki cytoplazmatyczne nie biorag w tym udziatu.
W rodzaju Nicotiana sekcji Suaveolentes, co najmniej dziewie¢ gatunkow (N. africana,
N. debneyi, N. excelsior, N. goodspeedii, N. gossei, N. maritima, N. megalosiphon,
N. suaveolens i N. velutina) tworzy niezywotne mieszance w typie Il po krzyzowaniu
z tytoniem uprawnym (128, 175, 192).
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Analizamonosomiczna oraz wykorzystanie metod molekularnych pozwolity stwierdzi¢,
ze za letalno$¢ mieszancow N. tabacum i N. debneyi odpowiada pojedynczy dominujacy
gen (Hybrid Lethality A1; HLA1), pochodzacy od dzikiego gatunku, ktory wehodzi w inter-
akcje z genem lub genami na chromosomie Q u N. tabacum. W celu okreslenia, ktory
subgenom N. tabacum jest odpowiedzialny za letalno$¢ mieszancoéw, wykonano
dwie krzyzowki pomiedzy N. debneyi x N. sylvestris oraz N. debneyi x N. tomen-
tosiformis. We wszystkich przypadkach wykonano krzyzowki zwrotne. Mieszance
z N. sylvestris zamieraly na etapie siewki, a obserwacje mikroskopowe i cytometry-
czne wskazywaty na proces apoptozy. Mieszance z N. tomentosiformis byty zywotne
i nie zaobserwowano zadnych zmian w genomie. Swiadczy to jednoznacznie o obec-
nosci gendw letalnosci w subgenomie S N. tabacum. W rodzaju Nicotiana moga
wystepowa¢ inne kombinacje genowe prowadzace do zamierania mieszancow.
Przyktadem reakcji w typie Il jest mieszaniec N. tabacum i N. repanda. W tym
przypadku krzyzowanie z przodkami tytoniu, czyli N. sylvestris i N. tomentosiformis,
wskazuje na obecnos¢ genow letalnosci w subgenomie T (93, 174).

Do sposobow przetamywania tego typu odpornosci nalezy m.in. wysiew jak
najwigkszej liczby nasion roslin mieszancowych oraz optymalizacja warunkéw
srodowiskowych dla wzrostu i rozwoju mtodych roslin. Zastosowanie hodowli
tkankowej pozwolito uzyska¢ zywotne rosliny mieszancowe, u ktorych nastgpowata
degeneracja systemu korzeniowego na etapie siewki. Do tego typu mieszancow
naleza m.in.: N. occidentalis * N. tabacum (176), N. tabacum x N. debneyi (177),
N. suaveolens % N.tabacum (119). Zywotne roéliny mieszancowe N. tabacum x N.
africana uzyskano stosujac kulture in vitro liscieni (60). Kolejng metode zastosowali
Reed i Collins w1978 (157), dla mieszancow N. stoctonii X N. tabacum,
N. nesophila x N. tabacum i N. repanda % N. tabacum. Polegata ona na przeniesieniu
w sze$¢ dni po zapyleniu zaptodnionych zalgzkéw aseptycznie usunietych z zalgzni.

Sposobem utrzymania zywotnych roslin mieszancowych moze by¢ przetrzymy-
wanie ich w warunkach podwyzszonej temperatury. Badania wskazaty, ze optymal-
na jest temperatura 34°C. Obnizenie temperatury do 28°C inicjuje zamieranie ro$lin.
Odwrotnie zachowujg si¢ rosliny wyjsciowe, brane do krzyzowek, dla ktérych
najlepsza temperatura to 28°C.

Bezptodnos¢ mieszancéw migdzygatunkowych stanowi duzy problem w hodowli,
gdyz niemozliwe jest uzyskanie nasion z samozapylenia, jak rowniez wykonanie
krzyzowek wstecznych. Dotyczy to niemal wszystkich mieszancow w rodzaju
Nicotiana, w tym krzyzoéwek z N. tabacum. Wyjatkiem sg mieszance N. alata
X N. langsdorfii oraz N. alata X N. amplexicaulis (84). Bezptodno$¢ miedzygatun-
kowych mieszancow Nicotiana wywotana jest gtéwnie strukturalnymi roéznicami
w chromosomach, co uniemozliwia ich normalng koniugacje oraz réznicami w licz-
bach chromosoméwu gatunkow biorgcychudziatwpowstaniumieszanca. Prowadzito
do przypadkowego rozchodzenia si¢ uniwalentow podczas podziatdw mejotycznych
1 tworzenia niezbalansowanych chromosoméw i niefunkcjonalnych gamet (rys. 2).
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Rys. 2. Zaburzenia mejozy obserwowane u mieszancoOw N. tabacum x N. africana.

Zrédto: Doroszewska, 2004 (58).
Inne nieregularne procesy, ktére przyczyniajg si¢ do zaburzen w normalnym ro-
zchodzeniu si¢ chromosomoéw, to peknigecia chromosomow, mostki chromatynowe
i powstawanie chromosomow w réwnikowe;j strefie mejozytu. Takie zaburzenia ob-
serwowano wsrod mieszancoéw miedzygatunkowych N. tabacum x N. africana (54).

Istnieje kilka metod pozwalajacych przetamac problem bezptodnosci mieszancow.
Nalezg do nich wykorzystanie niezredukowanych gamet Iub podwojenie liczby chro-
mosomoéw somatycznych migdzygatunkowego mieszafica F| za pomocg tzw. trucizn mi-
totycznych. Sg to zwiazki chemiczne, ktdre zaklocajg przebieg tworzenia si¢ wrzeciona
kariokinetycznego podczas podziatu komorki, w wyniku czego nastepuje podziat chro-
mosomow, po ktérym nie nastepuje rozejscie si¢ siostrzanych chromatyd do biegundw.
Podzielone chromosomy zostaja w ptaszczyznie rownikowej komorki 1 w telofazie
sa otoczone wspolng blona jadrowa. Usunigcie w tym momencie zwigzku antymito-
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tycznego, poprzez ptukanie, pozwala komoérce na prawidtowy podziat. Najczesciej
uzywanym w tym celu zwigzkiem chemicznym jest kolchicyna, aplikowana podczas
kietkowania nasion badz rozwoju stozkéw wzrostu (12).

Druga grupa metod poliploidyzacyjnych wykorzystuje komorki poliploidalne,
naturalnie wystepujace w roslinie lub ich indukcje w warunkach in vitro poprzez zas-
tosowanie hormonow wzrostowych, czy wydluzenie czasu prowadzenia kultury
(59). W ten sposdb uzyskano amfidiploidalne mieszance N. tabacum * N. africana,
ktore charakteryzowaly si¢ wysoka plodnoscig (55), warunkujaca ich dalsze
wykorzystanie w hodowli odpornosciowej. Komorki poliploidalne wystepuja
w czesci korowej 1 walca osiowego todygi i1 korzeni. Powstaja gtdéwnie w procesie
endomitozy. Mozna je pobudzi¢ do podziatéw i tworzenia kalusa poprzez zranie-
nie lub zastosowanie hormonéw wzrostowych. Spontaniczne amfidiploidy moga
powsta¢ na drodze zaptodnienia niezredukowanej komorki jajowej przez niezredu-
kowane jadro plemnikowe lub przez spontaniczne podwojenie chromosoméow we
wczesnych fazach rozwoju embrionalnego u mieszanca F . Najbardziej skuteczng
metodg uzyskania plodnych mieszancéw migdzygatunkowych jest krzyzowanie
tetraploidalnych form obu gatunkow rodzicielskich Iub krzyzowanie formy diplo-
idalnej z tetraploidalng, prowadzace do otrzymania czesciowo plodnego pokolenia
seskwidiploidalnego (55).

Innym sposobem przelamania barier krzyzowalnosci pomigdzy gatunkiem
uprawnym i dzikim jest zastosowanie krzyzowania pomostowego poprzez gatunek
trzeci, ktory krzyzuje si¢ zarowno z gatunkiem uprawnym, jak i dzikim. Po raz pier-
wszy w roku 1967 zastosowat t¢ metode B u r k (29). Krzyzowal on N. repanda
z N. tabacum w celu przeniesienia odpornosci na mozaike od N. repanda. Gatunkiem
pomostowym byt N. sylvestris. Inng kombinacje pomostowa zastosowat B o1 s u-
no v wroku 1971 (24) w celu przeniesienia odporno$ci na maczniaka rzekomego
z N. exigua do N. tabacum. W pierwszym etapie skrzyzowat on N. exigua z N. rustica,
a nastepnie tak otrzymanego mieszanca krzyzowat z N. tabacum.

Uzyskanie plodnych i zywotnych form mieszancowych jest bardzo waznym
etapem na drodze wykorzystania pozadanych cech gatunkow oddalonych. Jednakze
introgresja czynnikow odpornosci z gatunkéw dzikich do genomu N. tabacum wigze
si¢ z trudno$ciami w rozbiciu grup sprzgzen przenoszonych na duzych odcinkach
materiatu genetycznego, warunkujacego szereg cech niekorzystnych pod wzgledem
gospodarczym. Powoduje to, Ze mimo istniejgcego potencjatu czynnikow odpornosci
w rodzaju Nicotiana, niewiele jest odmian uprawnych niosgcych geny odpornosci
od dzikich gatunkow.

Tworzenie haploidéw i podwojonych haploidow
Potgczenie tradycyjnej hodowli tytoniu z metodami biotechnologicznymi, np.

zastosowaniem kultur in vitro jest wazne z praktycznego punktu widzenia, poniewaz
pozwala znacznie przyspieszy¢ proces hodowlany. Skrocenie czasu potrzebnego na
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wyhodowanie nowej odmiany mozna osiggna¢ przez otrzymanie roslin haploidal-
nych z mieszancowego pokolenia F, czyli ro$lin z gametyczng liczbg chromosomow.
Dzieki temu selekcja roslin pod wzgledem pozadanej cechy jest utatwiona, poniewaz
wlasciwosci kodowane przez allele recesywne zostaja ujawnione w fenotypie. Po raz
pierwszy rosliny haploidalne otrzymataw 1921 roku D. Bergner(158)dla gatunku
Datura stramonium, natomiast pierwsze doniesienia o uzyskaniu haploidalnych
roslin N. tabacum przezClausen’a i Mann ’a(153) pochodza z 1924 roku.
Znaczne przyspieszenie w tym wzgledzie nastapito w wyniku opracowania metod
otrzymywania haploidow w warunkach laboratoryjnych np. z wykorzystaniem kul-
tury in vitro pylnikéw. Pierwsze takie rosliny N. tabacum otrzymat Bour gin
i Nitsch w1967 roku (153). Najwigcej haploidalnych tkanek czy roslin powstaja-
cych badz to spontanicznie, badz z wykorzystaniem roéznych technik do ich induk-
cji, zaobserwowano w rodzinie psiankowatych (Solanaceae), do ktérej m.in. nalezy
tyton, ale takze u kapustnych (Brassicaceae), roslin zbozowych (Cereales) oraz traw
(Gramineae) (126).

Haploidy moga powstawac¢ spontanicznie badz w wyniku indukcji z wykorzysta-
niem réznych technik haploidyzacji. Techniki te opieraja si¢ na takich procesach
biologicznych jak androgeneza in vitro, gynogeneza in vitro, apomiksja czy elimi-
nacja chromosomow. Dla wielu gatunkéw roslin charakterystyczny jest tylko jeden
z procesOw, natomiast dla N. tabacum wszystkie wymienione metody okazaty
si¢ skuteczne w otrzymywaniu ro$lin haploidalnych (153). Najpowszechniej
wykorzystywang technika jest androgeneza in vitro. Jest to proces, w czasie ktérego
haploidalne mikrospory (komoérki macierzyste pylku) zmieniaja kierunek swojego
rozwoju — generatywnego, a wiec prowadzacego do tworzenia ziaren pytkowych,
na nowy wegetatywny, ktoéry prowadzi do powstania zarodkow, a nastgpnie roslin.
Cale niedojrzate pylniki lub izolowane mikrospory sg wykladane na pozywke
wzbogacong odpowiednimi fitohormonami, ktére powodujg zmiang kierunku ro-
zwoju mikrospor i powstanie zarodkow haploidalnych (rys. 3). Mozna wyr6znié
dwa typy rozwoju mikrospory w rosling haploidalng: embriogenez¢ bezposrednig
przez stadium wielojadrowej lub wielokomorkowej mikrospory, az do otrzymania
pedu oraz embriogeneze posrednig ze stadium formowania si¢ kalusa. Oprocz roslin
haploidalnych moga powstawac takze formy diploidalne, poliploidalne, miksoploi-
dalne oraz formy o garniturze chromosomowym niespotykanym w przyrodzie ani
niepowstajace na drodze krzyzowania, ktére takze moga by¢ przydatne w hodowli
nowych odmian. To wtasnie dzigki androgenezie wyhodowano rosliny, ktoére
postuzyly do wyprowadzenia wielu nowych odmian tytoniu. Skuteczna androgeneza
wymaga zastosowania jednego lub kilku bodzcéw zewnetrznych, tzw. czynnikdéw
stresowych, ktérymi mozna oddzialywac na cate rosliny, pojedyncze kwiaty, pylniki
lub izolowane mikrospory (179). O efektywnosci powstawania roslin z zarodkow
mikrosporowych decyduje wiele czynnikow genetycznych, ale takze chemiczne
1 fizyczne wlasciwosci samej kultury in vitro. Do najwazniejszych z nich naleza:
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* kondycja rosliny, ktora jest dawca eksplantatow (stan fizjologiczny i wiek ros-
liny oraz warunki wzrostu takie jak: wilgotno$¢, nawozenie, oSwietlenie, tem-
peratura);

* gatunek rosliny, jej ploidalno$¢, genotyp w obrebie gatunku, np. odmiana Iub
linia hodowlana;

* sposoOb traktowania wstepnego, czyli dziatanie réznymi czynnikami chemicz-
nymi lub fizycznymi na catg rosling Iub pylniki, celem zaindukowania andro-
genezy (rodzaj i czas oddzialtywania czynnika stresowego);

* sposOb prowadzenia kultury (cate pylniki, wyizolowane mikrospory, metody
laczone, stadia rozwojowe pylnikow lub mikrospor, sposéb uwalniania
mikrospor);

» pozywka ( sktad, konsystencja, warto$§¢ osmotyczna);

 warunki kultury in vitro (temperatura, swiatto) (122, 123).

Najlatwiej wywola¢ androgeneze w pylnikach gatunkow z rodziny Solanaceae.
Do tej pory przeprowadzono liczne badania nad ustaleniem optymalnych warunkow
androgenezy in vitro u Nicotiana dotyczace m.in. sktadu pozywek, faz rozwojowych
mikrospor czy warunkéw wzrostu. W przypadku pozywek wymagany sktad jest
bardzo prosty (cukier, sole mineralne), natomiast kluczowa okazata si¢ dostepnos¢
zelaza, ktorego brak skutecznie zatrzymuje embriogenezg w fazie globularnej. Hor-
mony wzrostowe sg koniecznym stymulatorem podzialow komorkowych w pytku
wigkszosci roslin, natomiast w przypadku tytoniu zastosowanie hormonow takich
jak auksyny, cytokininy czy gibereliny nie wptywa na zwigkszenie liczby zain-
dukowanych mikrospor, a w wyzszych stgzeniach zwigzki te mogg dziata¢ nawet
jako inhibitory. Poza tym, dodanie do pozywki wegla aktywowanego dziata po-
zytywnie, prawdopodobnie poprzez absorpcj¢ nadmiaru substancji wzrostowych
syntetyzowanych przez rozwijajace si¢ organy roslin oraz absorpcje réznych tok-
sycznych substancji z pozywki hamujacych embriogeneze. Niezwykle wazne jest
rozpoznanie wtasciwej fazy rozwojowej mikrospor, w ktorej moze dokona¢ si¢ ini-
cjacja rozwoju zarodkow i, jak ustalono, jest to stadium bezposrednio przed, w trak-
cie lub bezposrednio po pierwszym podziale mitotycznym (mikrospora jednojadrowa
zwakuolizowana, dwukomoérkowe ziarno pytku). Jednak najwickszy odsetek zain-
dukowanych pylnikow oraz najwigksza liczbe zarodkow uzyskanych z pojedyn-
czego pylnika uzyskano, kiedy mikrospory byty w poznej fazie jednojadrowej lub
byty w trakcie pierwszego podzialu mitotycznego (10). Innymi czynnikami istot-
nie wplywajacymi na embriogeneze u tytoniu sg zastosowany fotoperiod podczas
prowadzenia kultury in vitro, wiek rosliny, z ktérej pobierano paki oraz sposob trak-
towania wstgpnego, np. niska lub wysoka temperatura czy zastosowane warunki an-
aerobowe (10). Mikrospory tytoniu pozytywnie reaguja na stres ciepla, ktory pow-
oduje m.in. dezintegracj¢ cytoszkieletu, syntezg bialek szoku cieplnego (ang. heat
shock proteins, HSP ) oraz na stres glodu, czyli brak w pozywce wstepnej przyswajal-
nych weglowodanow lub zastgpienie ich niemetabolizowanym mannitolem. Powo-
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duje to zmiane struktury chromatyny, pojawienie si¢ bialek HSP, odr6znicowanie
plastydow i obnizenie poziomu syntezy RNA. Takze umieszczenie mikrospor ty-
toniu w pozywce o podwyzszonym pH (8,0-8,5) przez 4-6 dni skutecznie indukuje
embriogenezg, poniewaz uniemozliwia wykorzystanie sacharozy znajdujacej si¢
w pozywce 1 tym samym indukuje stres glodu. Chemicznym czynnikiem stresowym
moze by¢ kwas abscysynowy, ktory hamuje synteze czasteczek mRNA niezbgdnych
do rozwoju funkcjonalnego pytku (126).

Podwojony haploid

Pylniki i
Podwojenie liczby chromosomow

Androgeneza Regeneracja
roslin

Roslina haploidalna

Haploidy zregenerowane na pozywkach

Rys. 3. Otrzymywanie roslin haploidalnych i podwojonych haploidow
na drodze androgenezy in vitro.
Zrodto: opracowanie i fot. A. Czubacka, zasoby wtasne ZHiBR [UNG-PIB.
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Modyfikacja metody androgenezy z wykorzystaniem pylnikéw jest technika,
w ktorej pylniki umieszcza si¢ w odpowiednich pozywkach ptynnych o wyso-
kiej osmolarnosci, dzieki czemu s3 one stymulowane do uwalniania mikrospor.
Technike te¢ z duzym sukcesem zastosowano u N. tabacum (65). Androgeneza
z wykorzystaniem kultury pylnikow jest metoda powszechnie stosowang dla wielu
réznych gatunkow roslin, w tym takze tytoniu, zwlaszcza w celach hodowlanych.
Jej najwieksza zaleta jest prostota, dzigki temu duza liczba pylnikéw moze zostaé
wyltozone na pozywke, co z kolei pozwala oming¢ problem dos¢ niskiej wydajnosci
otrzymywania haploidow z pojedynczych pylnikow. Jednakze dla badan z zakresu
biologii komodrki czy genetyki, obecno$¢ sporofitowej $ciany pylnika otaczajacej
mikrospory moze by¢ problematyczna, dlatego czg$ciej stosowana jest andro-
geneza z wykorzystaniem izolowanych mikrospor. Poniewaz zaréwno sktadniki
pozywki, jak i czynniki zewnetrzne dzialaja bezposrednio na izolowane mikrospory
z pomini¢ciem §cian pylnika, znacznie wigcej mikrospor w optymalnych warunkach
moze zosta¢ skutecznie zaindukowanych do rozwoju. Poza tym, mozna uniknaé
regeneracji diploidalnych zarodkéw z tkanki somatycznej pylnika. I mamura
i 1in wroku 1982 (94), ktérzy prowadzili badania nad kulturami izolowanych
mikrospor tytoniu odkryli, ze pobudzenie do rozwoju embriogenetycznego moze
wystapi¢ bez wczesniejszego oddzialywania czynnikami stresowymi, czy to na
cate rosliny, paki czy pylniki, z ktoérych bedg izolowane mikropory. Komorki ma-
cierzyste pytku byty izolowane we wczesnej fazie dwujadrowej podczas mejozy
i umieszczane w pozywce bez dodatku sacharozy, a po okreslonym czasie (5-7 dni)
przenoszone na pozywke zawierajaca 2% sacharoze oraz 5 mM glutamineg. Stres
spowodowany brakiem przyswajalnych weglowodanow w pierwszej pozywce
powodowat odroznicowanie mikrospor i zmiang kierunku rozwoju.

Drugim sposobem uzyskiwania haploidéw jest gynogeneza, czyli proces polegajacy
na rozwoju ros$lin z niezaptodnionej komodrki jajowej lub innych haploidalnych
komoérek woreczka zalagzkowego. Czynniki, ktore decyduja o jej skutecznosci sa
podobne jak w przypadku androgenezy in vitro, czyli sa to m.in.: gatunek, geno-
typ 1 kondycja rosliny dawcy, warunki prowadzenia kultury in vitro, stosowane
czynniki stresowe czy fazy rozwojowe w jakich znajduja si¢ zalaznie, zalgzki
i woreczki zalazkowe (195). Ten sposob otrzymywania roslin haploidalnych jest
mniej powszechny w poréwnaniu z procesem androgenezy, gtdéwnie ze wzgledu
na trudnosci techniczne, np. podczas izolacji komorek jajowych czy okreslania
stadium rozwojowego woreczkow zalazkowych, podczas wyktadania zalgzni
lub zalazkéw na pozywke. Moze jednak stanowi¢ alternatywe w stosunku do in-
nych metod, zwlaszcza dla tych gatunkow, u ktorych androgeneza nie powiodta
si¢ lub przebiegata z niska wydajnoscia oraz dla roslin meskosterylnych. Zwykle
na pozywke wykladane sa zalaznie i zalazki lub cale zawiazki kwiatowe, nato-
miast bardzo rzadko wyizolowane komorki jajowe. Metoda ta nie jest powszechnie
uzywana przede wszystkim ze wzgledu na niskg wydajno$¢ i duza pracochtonnosé.
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W przypadku otrzymywania roslin haploidalnych tytoniu, dla ktérych skuteczna
okazala si¢ znacznie prostsza metoda androgenezy in vitro, gynogeneza jest rzadko
stosowana.

Kolejnym sposobem uzyskiwania haploidow jest wykorzystywanie apomiksji.
Proces apomiksji polega na rozwoju zarodkdéw haploidalnych z komoérek gametofitu
o zredukowanej liczbie chromosomdw, bez udziatu zaptodnienia. Mozna wyrdznic¢
kilka form apomiks;ji i sg to: partenogeneza haploidalna, apogamia, semigamia, an-
drogeneza i poliembrionia rzekoma. Najczesciej wykorzystywana jest partenogene-
za haploidalna, czyli rozwoj zarodka z haploidalnej, niezaptodnionej komorki ja-
jowej, ktora zostata wezesniej zaindukowana (153). Czynnikami, ktére indukuja ten
typ rozwoju zarodka sg m.in.: pytek o zmienionych wtasciwosciach pod wptywem
dziatania np. wysokiej temperatury czy promieniowania jonizujgcego, ktoéry traci
zdolnos¢ do zaptodnienia komorki jajowej lub pylek innego gatunku, rodzaju czy
pytek tego samego rodzaju, ale o zmienionej ploidalno$ci, ktory nie ma zdolnosci
do zaptodnienia. Rozwojowi zarodka towarzysza rézne zaburzenia, m.in. zahamo-
wanie rozwoju bielma, dlatego rozwdj, az do stadium rosliny musi zachodzi¢ na
sztucznych pozywkach. Zjawisko partenogenezy haploidalnej wykorzystano m.in.
do uzyskania roslin haploidalnych tytoniu poprzez zaindukowanie komorek jajo-
wych napromieniowanym pylkiem (148). Nielsen i1 Collins wroku
1989 (140) do otrzymania haploidéw wykorzystali pylek dzikiego gatunku tytoniu
N. africana. Ro$liny haploidalne, tzw. haploidy mateczne, ktore wykietkowaty
z nasion mieszancoOw powstatych ze skrzyzowania odmiany ‘KY 17’1 N. africana,
roznily sie¢ od form mieszancowych nie tylko liczbg chromosomoéw, ale takze np.
wigorem oraz kolorem todygi. Formy mieszancowe ze wzgledu na niedostatecznie
rozwiniety system korzeniowy po pewnym czasie zamieraly.

Eliminacja chromosoméw, jako kolejna metoda otrzymywania haploidéw, moze
zachodzi¢ zardwno w kulturach in vitro bardzo mtodych zarodkéw mieszancowych,
jak i w tkankach somatycznych pod wptywem dziatania ré6znych czynnikow fizycz-
nych i chemicznych. Zarodki mieszancowe powstaja przez zapylenie rosliny pytkiem
innego gatunku, np. pylkiem formy dzikiej. W przypadku bardzo mtodych zarod-
kéw mieszancowych umieszczonych na sztucznych pozywkach w czasie pierw-
szych podziatéw mitotycznych dochodzi do redukcji chromosomow formy dzikie;.
Zarodek na dalszych etapach rozwoju posiada jedynie gametyczng liczbe chro-
mosomow matecznych. Redukcja liczby chromosoméw moze by¢ skutkiem asyn-
chronii w cyklach mitotycznych form rodzicielskich, nieprawidtowosci w budowie
wrzeciona kariokinetycznego lub zaburzen systemu enzymatycznego (100). Elimi-
nacje chromosomow z tkanki somatycznej mozna natomiast otrzymaé przez stoso-
wanie promieniowania jonizujacego, czy przez dodanie do pozywki w odpowied-
nich st¢zeniach hormonéw, herbicydéw lub pochodnych aminokwasow (153).

Tak jak juz wspomniano, rosliny haploidalne tytoniu wzbudzaja powszechne
zainteresowanie hodowcow, ale nie tylko, poniewaz sg takze wykorzystywane
w szeroko pojetych badaniach genetycznych. W hodowli z wykorzystaniem
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haploidéw zwraca si¢ przede wszystkim uwage na wybor jak najlepszych materiatlow
wyjs$ciowych, opracowanie metod otrzymania jak najwickszej liczby roslin haploidal-
nych w krotkim czasie, najlepiej przy niskim naktadzie kosztow oraz na odtworzenie
ptodnosci poprzez diploidyzacjg. Pomimo, ze liczba zregenerowanych roslin haplo-
idalnych jest zwykle bardzo mata przy duzym naktadzie pracy, to korzysci ptynace
z pozyskania nawet kilku roslin o pozadanych cechach, a potem wykorzystanie ich
w dalszej hodowli, sa ogromne. Naleza do nich wszystkim skrocony czas hodowli
przez mozliwo$¢ uzyskania homozygot z heterozygotycznych rodzicow w jednym
pokoleniu oraz ulatwiona, wydajna selekcja pozadanych kombinacji gendow z popu-
lacji mieszancowych, poniewaz homozygoty nie wykazuja dominacji i segregacji
cech. W programach hodowlanych prowadzonych w IUNG-PIB mozna znalez¢
wiele przyktadow polaczenia tradycyjnej hodowli tytoniu z metodami biotechnolo-
gicznymi, m.in. prace nad uzyskaniem odmian tytoniu taczacych w sobie odpornosé¢
na Thielaviopsis basicola pochodzaca od N. glauca oraz Tomato spotted wilt
virus (TSWV) pochodzaca od odmiany ‘Polalta’. W wyniku prowadzonych badan
uzyskano 24 odporne rosliny haploidalne z mieszancowego pokolenia F, stosujgc
haploidyzace na podtozu Nitsch and Nitsch z wykorzystaniem androgenezy in vitro
(182).

W dziedzinie genetyki dzigki haploidom mozliwe staje si¢ ujawnienie, a potem
zbadanie gendéw recesywnych, ktére normalnie w roslinach diploidalnych wystepuja
w uktadzie heterozygotycznym. Haploidy wykorzystywane sa takze w badaniach
nad mapowaniem i analizg genomow, do identyfikacji loci cech ilosciowych (QTL),
w transformacji genetycznej, a takze w hodowli nowych odmian z wykorzystaniem
markeréw genetycznych. Haploidy mozna takze wykorzysta¢ do analizy pochodze-
nia gatunkoéw przez obserwowanie chromosomow w mejozie. Na podstawie obser-
wacji mozna np. stwierdzi¢, czy gatunek wyjsciowy byt autopoliploidalny czy allo-
poliploidalny (103). Poprzez krzyzowanie haploidéw z roslinami o innej ploidalnosci
otrzymujemy aneuhaploidy, ktorych potem mozna uzy¢ do badan chromosomow
i genow. Rosliny haploidalne wykorzystywane sg takze w hodowli mutacyjnej np.
w hodowli tytoniu odpornego na streptomycyn¢ (127) oraz mogag stuzy¢ jako
material wyj$ciowy do izolacji 1 fuzji protoplastow. Melhers i Labib wroku
1974 (129) jako pierwsi wyizolowali i dokonali fuzji protoplastow pochodzacych
z dwoch bezchlorofilowych odmian N. tabacum.

Wyselekcjonowane rosliny haploidalne, ktéore maja pozadane cechy, ale sa
nieptodne, poddawane sg procesowi diploidyzacji, czyli podwajania liczby chro-
mosoméw. Genotyp podwojonych haploidow (DH) jest taki sam jak genotyp
haploidow, z ktorych powstaly a jednocze$nie rosliny te sa ptodne, co jest wazne
dla dalszych etapéw hodowli. Opracowanie efektywnych metod produkcji sta-
bilnych genetycznie, homozygotycznych linii podwojonych haploidéw jest klu-
czowym elementem wykorzystania roslin haploidalnych w badaniach genetycz-
nych czy programach hodowlanych. Linie te s3 cennymi ros$linami rodzicielskimi
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w krzyzowaniach majacych na celu wprowadzenie nowej odmiany uprawnej. Diplo-
idyzacja moze zachodzi¢ spontanicznie, badz z zastosowaniem zwiazkéw chemicz-
nych powodujacych dezorganizacj¢ mikrotubul i uniemozliwiajacych rozdziat chro-
mosomow do komodrek potomnych, np. kolchicyny. Kolchicyng mozna aplikowac
w trakcie rozwoju ro$lin matecznych, dodajac do pozywek w kulturach zarodkow
in vitro lub na wierzchotki haploidalnych pgdow wegetatywnych. Efektywnosé¢
diploidyzacji przez dodanie kolchicyny we wczesnym etapie kultury in vitro waha
si¢ w granicach od 83% do 91%, w zalezno$ci od gatunku i zastosowanego st¢zenia
(126). Zwykle, otrzymywanie roslin DH przy uzyciu kolchicyny daje bardzo dobre
efekty. W przypadku Nicotiana skutecznym sposobem diploidyzacji jest regene-
racja pedow w kulturze in vitro na drodze spontanicznej poliploidyzacji. Fragmen-
ty walca osiowego todygi dojrzatych roslin haploidalnych tytoniu sa wykladanie
na pozywke LS (118) z dodatkiem fitohormonow — kinetyny o stezeniu 2,0 mg-1"!
1 IAA o stezeniu 2,0 mg-1'wedlug L10o y d (119) (rys. 3). Skuteczng modyfikacja tej
metody dajaca mozliwos¢ uzyskania wigkszej liczby podwojonych haploidow jest
przechowywanie fragmentow todyg w kulturach in vitro w ciemno$ci przez 28 dni,
anastepnie pasaz eksplantatow na pozywke zawierajacg BAP (6-benzylaminopuryng)
oraz 4-krotnie wyzsza zawarto$¢ kinetyny (48). Stosujac metode regeneracji frag-
mentéw todyg otrzymano diploidyzacj¢ wyselekcjonowanych genotypoéw hap-
loidow uzyskanych z mieszancowego pokolenia F, odmian ‘Polalta’ i ‘Wislica’.
Celem badan byto otrzymanie linii podwojonych haploidow, niosacych w sobie
odpornos¢ na TSWV pochodzaca od odmiany ‘Polalta’, przy jednoczesnym braku
morfologicznych deformaciji lisci, ktore zwykle wystepuja po krzyzowaniu z innymi
odmianami uprawnymi podatnymi na TSWV (112). Technike t¢ wykorzystano takze
w badaniach nad uzyskaniem transgenicznych linii podwojonych haploidow tytoniu
w kulturach in vitro, co znacznie skrocito czas uzyskania stabilnych linii. Diplo-
idyzacji poddawano formy haploidalne mieszancow powstatych ze skrzyzowania
transgenicznych linii hodowlanych z formami nietransformowanymi, stosujac dwie
metody: kolchicynowanie oraz metode¢ regeneracji fragmentow todyg. Wyniki badan
wskazaty na drugg z wymienionych metod jako bardziej wydajng w danych wa-
runkach eksperymentu, a takze wykazaty brak wystepowania zaklocen w procesie
powstawania i dojrzewania mikrospor u transgenicznych linii DH, o czym $§wiadcza
prawidlowy przebieg mejozy oraz wysoka zywotnos¢ pytku. Dzigki zastosowaniu
tej metody mozliwe bylo szybkie uzyskanie kolejnych pokolen podwojonych haplo-
idow i1 tym samym ocena ekspresji transgenu oraz zbadanie sposobu jego dziedzi-
czenia (48).

Podstawowg zaleta linii podwojonych haploidow (DH) jest ich komplet-
na homozygotyczno$¢, co znacznie upraszcza ocen¢ fenotypowa oraz odtwo-
rzona ptodno$¢. Linie DH moga poprawi¢ wydajnos¢ i szybko$¢ metod trady-
cyjnej hodowli, ktore zwykle sa czasochlonne i pracochtonne, a w potaczeniu
z selekcja oparta na markerach genetycznych znacznie skracaja ten proces. Podwo-
jone haploidy maja zastosowanie nie tylko w programach hodowlanych, ale takze
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w mapowaniu genetycznym, podstawowych badaniach genetycznych i moleku-
larnych, w badaniach mutacyjnych i nad transformacjg (39). Tyton nalezy do roslin
modelowych, dla ktorych opracowano bardzo skuteczne metody otrzymywania hap-
loidéw i podwojonych haploidow wykorzystywanych w hodowli. Obecne badania
skupiajg si¢ gtownie na modyfikacjach istniejagcych juz metod oraz na potgczeniu
istniejacych technik z badaniami genetycznymi (10).

Mozliwos$ci oceny ploidalno$ci — liczenie chromosomoéw
i cytometria przeplywowa

Badania cytologiczne i cytogenetyczne obejmujg badanie chromosomoéw, czyli
okreslanie ich liczby i struktury, obserwacje przebiegu mejozy, badanie zywotno$ci
pytku i zdolnos$ci jego kietkowania oraz okre$lanie zawartosci DNA jadrowego
i wielko$ci genomu. Metody stosowane w badaniach chromosomdw roslinnych
mozna podzieli¢ na proste, ktore nie wymagajg kosztownej aparatury oraz zaawan-
sowane, ktore tacza metody cytologiczne z technikami molekularnymi, np.
hybrydyzacja in situ, czy takie, ktore wymagaja specjalistycznej aparatury w postaci
cytometru przeplywowego.

Najprostszg metoda badania liczby i struktury chromosomow jest wykonywanie
preparatow cytologicznych i przeprowadzanie obserwacji mikroskopowych. Po-
prawne wykonanie preparatu, czyli uzyskanie obrazu chromosomoéw, ktore sg dobrze
widoczne, nie nakladaja si¢ na siebie 1 sg pozbawione cytoplazmy, jest kluczowe
dla uzyskania satysfakcjonujgcych wynikow. Cata procedura przygotowywania pre-
paratow sktada si¢ z doboru odpowiedniego materiatu w zaleznosci od celu badania,
utrwaleniu go, wykonaniu preparatu i wybarwieniu chromosomoéw. Jesli badania
dotyczg ustalania liczby chromosoméw mitotycznych, najczesciej wykorzysty-
wane sg merystemy wierzchotkowe korzeni i pedow, a takze mtode paki kwiatowe
lub liscie, jak réwniez komoérki pochodzace z hodowli in vitro. Do oceny mejozy
najodpowiedniejsze sa komorki macierzyste pytku otrzymane z pylnikow. Pobrany
material, w celu nagromadzenia komoérek w stadium metafazy i skrocenia chromo-
somow, powinien by¢ wstepnie traktowany wybranym $rodkiem chemicznym (8-
hydroksychinolina, kolchicyna, paradichlorobenzen, a-bromonaftalen) lub przetrzy-
mywany na lodzie. Tak przygotowane preparaty nalezy nastgpnie utrwali¢ za pomocag
mieszaniny kwasu octowego lodowatego i alkoholu (etylowego Iub metylowego).
Przy dtuzszym przechowywaniu material nalezy przetozy¢ do alkoholu etylowego
96% i trzymac¢ w lodowce. Preparaty sporzadza si¢ metoda zgniatang, polegajaca na
maceracji tkanki, rozdrabnianiu na pojedyncze komorki i po nakryciu szkietkiem
nakrywkowym, silnym zgnieceniu w celu uwolnienia chromosomoéw z cytoplazmy.
Wybarwienie chromosomow jest mozliwe dzigki zastosowaniu odpowiednich barw-
nikow, do ktorych nalezg m.in. acetoorceina, acetokarmin, nigrozyna. Obserwacje
i analiz¢ liczby chromosomow przeprowadzamy bezposrednio pod mikroskopem



Nowoczesne metody i techniki w ulepszaniu genotypow tytoniu dla produkcji rolniczej... 83

(rys. 4). Pewnym ulatwieniem, szczegdlnie przy duzej liczbie chromosomow, jest
wykonanie rysunku lub fotografii poszczegdlnych ptytek metafazowych (159).
Ocena liczby chromosomow jest wykorzystywana w wielu pracach naukowych
i hodowlanych. Doroszewska i in. wroku 2009 (56), przygotowujac album
dzikich gatunkéw z rodzaju Nicotiana, sporzadzili preparaty mitotyczne ponad 60
gatunkow zgromadzonych w kolekcji IUNG-PIB, w celu weryfikacji poprawnosci
danych literaturowych. W hodowli mieszancow migdzygatunkowych wymagana
jest analiza cytologiczna na kazdym etapie hodowli. Doroszewska w 1994
(60) uzyskata mieszanca migdzygatunkowego N. tabacum ‘BP-210" x N. africana.

Rys. 4. Wybarwione chromosomy obserwowane pod mikroskopem $wietlnym
Zrodto: Doroszewska i in., 2009 (56).

Ocenie cytologicznej podlegaly amfihaploidalne ro$liny pokolenia F, ptodne am-
fidiploidy uzyskane przez podwojenie w kulturach in vitro oraz formy seskwidiploi-
dalne, a takze dalsze pokolenia uzyskane w wyniku samozapylenia Iub krzyzowek
wstecznych z tytoniem uprawnym. Dalsze badania wyzej wymienionych form
mieszancowych z N. africana wykonano w pokoleniach BC -BC F,. Obserwowano
zmienng liczbg chromosomow mitotycznych w poszczegolnych pokoleniach. Stabilne
linie 48-chromosomowe stwierdzono w pokoleniu BC,F, (61, 62).

Dzikie gatunki tytoniu stanowia zrédto odpornosci na wiele chordb, w tym choro-
by wirusowe. Z tego powodu duzo uwagi poswigca si¢ hodowli odpornosciowej.
Krzyzowanie miedzygatunkowe, jako krzyzowanie oddalone, wiaze si¢ z licz-
nymi trudnosciami spowodowanymi roznicami w liczbie chromosomoéw. Oceny
parowania chromosoméw i, co za tym idzie, zywotno$ci pytku, dokonat Berb e ¢
w roku 1987 (15), w mieszaficach F| N. tabacum * N. benavidesii, N. knightiana * N.
tabacum oraz N. raimondii x N. tabacum. We wszystkich tych mieszancach obser-
wowany byt znaczny udziat uniwalentow i kilku biwalentow. W latach 2003, 2007
Trojak-Goluch i Berbe¢ (180, 181) badali cytologicznie mieszance
N. tabacum x N. glauca na poziomie amfihaploidéw, amfidiploidow i seskwi-
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diploidow, natomiast Laskowska i Berbe¢ w2005 (108) badali w ten sam
sposob mieszanca N. tabacum % N. alata. Badania cytologiczne na poziomie amfi-
haploidow przeprowadzono takze dla mieszancéw N. wuttkei Clarkson et Symon,
ktora jest zrodlem odpornosci na Peronospora hyoscyami de Bary, z trzema odmia-
nami N. tabacum L. (odmiany: ‘Putawski 66°,° Wislica’i ‘TN 907) (110).

Pomiary cytologiczne pozwalaja odrdzni¢ rosliny amfihaploidalne i amfidiploi-
dalne lub haploidy i podwojone haploidy, czyli formy o réznej ploidalnosci. Jest
to jednak metoda praco- i czasochtonna. W celu usprawnienia oceny ploidalnosci
mozliwe jest zastosowanie nowoczesniejszych technik, takich jak na przyktad cyto-
metria przeptywowa (ang. flow cytomery, FCM). Metoda ta byla pierwotnie stoso-
wana w diagnostyce klinicznej, a dopiero od poczatku lat osiemdziesigtych uzywana
jest takze w cytologii i cytogenetyce roslin (168). Cytometria przeptywowa poz-
wala na pomiar zawartosci jadrowego DNA oraz badanie cyklu komorkowego,
poziomu endoreplikacji, wielkosci genomu i opiera si¢ na analizie wzglednej
intensywnosci fluorescencji jader barwionych flourochromami. Cytometr moze by¢
tez wyposazony dodatkowo w system segregujacy przeptywajace komorki. Jest to
technika, ktora nie tylko stanowi szybka metode alternatywna wobec zmudnego li-
czenia chromosomow z zastosowaniem mikroskopu $wietlnego, ale jest tez znacz-
nie doktadniejsza, np. pozwala na identyfikacje miksoploidow. Do przeprowadzenia
pomiaru jadra komoérkowe musza by¢ wyizolowane, zabarwione i znajdowaé sig¢
w postaci zawiesiny. Najczesciej wykorzystywanymi barwnikami fluorochromowymi
sa DAPI (indolo-4’,6-dwuamidyno-2-fenyloidyna), ktory przytacza si¢ do par AT
w DNA oraz PI (jodek propidyny) interkalujacy dwuniciowy DNA. Fluorescencja
jader jest proporcjonalna do zawarto$ci DNA (159). Wyniki pomiaréw na cytometrze
przeptywowym przedstawiane sa w postaci danych liczbowych oraz wykresow
dwu- i tréjwymiarowych. Wykresy sa w postaci cytogramoéw i histograméw, choc
do wizualizowania wynikow zwigzanych z fluorescencja zwykle stosowane sa his-
togramy (rys. 5). Ta szybka i bardzo doktadna metoda jest obecnie czesto stosowana
w hodowli i nasiennictwie wielu roslin uprawnych. Przyktadowo, stosujac FCM
mozna oznacza¢ ploidalnos¢ komponentow matecznych, zapylaczy i mieszancow
w trakcie procesu hodowlanego, a takze sprawdzac jednorodno$¢ nasion o przezna-
czeniu handlowym (167). Technike cytometrii przeptywowej stosuje si¢ powszech-
nie w badaniach hodowlanych prowadzonych w IUNG-PIB. W roku 2011 Trojak -
Goluch i in.(182) wykorzystali t¢ metode do szybkiego odrdzniania roslin
haploidalnych od ros$lin o innej ploidalnosci w badaniach, ktoérych celem byto uzys-
kanie roslin haploidalnych z pylnikéw pokolenia F, mieszaficow linii WGL 3 i linii
PW-834, ktore tacza w sobie odpornos$¢ na Thielaviopsis basicola i Tomato spotted
wilt virus (TSWV).
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Rys. 5. Histogramy uzyskane z cytometru przeptywowego pozwalajace
na odrdznienie haploidow i diploidow
Zroédlo: A. Czubacka, A. Trojak-Goluch, zasoby wiasne ZHiBR TUNG-PIB.

Transformacja i tworzenie form transgenicznych

Rozwdj kultur in vitro, inzynierii genetycznej i genetyki molekularnej pozwolit
na opracowanie molekularnych technik uzyskiwania genetycznie zmodyfikowanych
odmian roéznych ros$lin, w tym tytoniu, ktore sg calkowicie odmienne od metod
klasycznych, np. tradycyjnego krzyzowania. Wsréd organizméw o zmody-
fikowanej informacji genetycznej istotng role¢ odgrywaja ro$liny transgeniczne.
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Transformacja genetyczna polega na wprowadzeniu do genomu biorcy fragmentu
DNA dawcy, dzigki czemu nabywa on okreslonych, nowych, unikalnych cech,
ktore warunkowane sg przez dany fragment DNA i tym samym staje si¢ on orga-
nizmem genetycznie zmodyfikowanym (GMO). Tradycyjna hodowla majaca na
celu ulepszenie genotypu, opierajaca si¢ na krzyzowaniu migdzyodmianowym czy
migdzygatunkowym, nastrecza czesto szeregu trudnosci wigzacych sie z istnie-
niem barier krzyzowalnosci czy z koniecznoscig wyeliminowania na drodze selek-
cji niekorzystnych cech, ktore takze zostaly przeniesione. Alternatywa dla tego czesto
zmudnego i czasochtonnego procesu jest transformacja genetyczna. Transformacja za-
pewnia precyzyjna modyfikacje genomu, dlatego zmiany w genotypie rosliny nie sg tak
duze, co prowadzi do krotszej i bardziej efektywnej stabilizacji genotypu oraz selekeji
w kierunku pozadanych cech. Do tej pory wykorzystujac rézne techniki transformacji
otrzymano nowe odmiany roslin charakteryzujace si¢ np. zwickszong odpornoscia
na owady, odporne na patogeny, herbicydy czy stuzace jako swoiste bioreaktory do
produkcji okreslonych metabolitow wtornych i rekombinowanych biatek. Technika
ta omija skutecznie bariery krzyzowalno$ci i pozwala na przenoszenie do genomu
biorcy genow kodujacych pozadane cechy nie tylko od roslin, ale takze od zwierzat
1 mikroorganizmow (89).

Obecnie istnieje kilkanascie metod transformacji genetycznej roslin, ktore
w zaleznosci od mechanizmu mozna podzieli¢ na dwie grupy: na transformacje
wektorowa 1 bezwektorowa. Metodyke transformacji réznych gatunkow roslin
dostosowuje si¢ do ich indywidualnych wilasciwosci i bierze si¢ pod uwage ce-
chy danej rosliny, takie jak np. efektywno$¢ regeneracji w warunkach in vitro, ale
takze cechy transgenu i wydajno$¢ jego ekspresji. W transformacji wektorowej
wektorami sg okre$lone, zmodyfikowane plazmidy Gram-ujemnych bakterii gle-
bowych z rodzaju Agrobacterium, gtownie A. tumefaciens i A. rhizogenes. Bak-
terie te w odpowiedzi na okreslone sygnaly z komorek roslinnych majg naturalng
zdolnos¢ do infekcji, czyli przekazywania fragmentu DNA wlasnego plazmidu
do jader komorkowych, gdzie dochodzi do stabilnej integracji z genomem biorcy.
W przypadku transformacji roslin jest to najbardziej wydajna, najmniej kosztow-
na i obecnie najczesciej wykorzystywana metoda (76). Pozwala na wprowadzenie
do$¢ duzych fragmentéw DNA i ich stabilng integracj¢ z genomem biorcy. Duzg
zaletg jest takze przenoszenie do genomow biorcy jedynie od jednej do kilku
kopii transgendw. W warunkach naturalnych pierwszym etapem przenoszenia gendw
jest kolonizacja bakterii na fragmencie uszkodzonej tkanki roslinnej, a nastgpnie
aktywacja i ekspresja genow wirulencji bakterii pod wptywem réznych zwigzkow,
gtéwnie fenolowych i monocukrow, wydzielanych przez zraniong tkanke. W wyni-
ku tego powstaje szereg biatek, ktére petnig réznorakie funkcje, np. sg czynnikami
transkrypcyjnymi, odpowiadajg za aktywacje innych biatek poprzez fosforylacje,
petnig role endonukleaz wycinajacych fragment DNA, czy tworzg tzw. kanat transfe-
rowy, przez ktory DNA jest przenoszony do rosliny. Oprécz genow wirulencji, ktore
bezposrednio zaangazowane sg w transformacje i sg zlokalizowane na plazmidzie
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W postaci szesciu operondw virA, virB, virC, virD, virE, virG w procesie przeno-
szenia uczestnicza takze geny znajdujace si¢ na chromosomie gtéwnym bakterii,
ktore odpowiedzialne sa m.in. za regulacje ekspresji genow vir, synteze i transport
wielu zwigzkow czy za synteze biatek niezbednych bakteriom do adhezji na po-
wierzchni rosliny (51). To wlasnie dzieki tej kaskadzie r6znych czynnikoéw mozliwe
jest wyciecie, zreplikowanie, transport, a nastepnie integracja z genomem biorcy
fragmentu nazwanego T-DNA (ang. transfer DNA), ktéry znajduje si¢ w obrebie
plazmidu Ti (ang. tumor inducing) lub Ri (ang. root inducing) w zaleznosci od
gatunku bakterii. W integracje T-DNA z genomem biorcy zaangazowane sg takze
biatka jadrowe ro$liny. W komorkach Agrobacterium moze znajdowac sie od jed-
nego do kilku takich plazmidow, a kazdy z nich moze zawiera¢ jeden badz wigcej
fragmentéw T-DNA.

Naturalng zdolno$¢ bakterii Agrobacterium do infekowania roslin wykorzysta-
no w warunkach in vitro do przeprowadzania réznych modyfikacji genetycznych.
Dzieki temu, ze geny znajdujace si¢ w obrgbie T-DNA nie odpowiadajg za wyci-
nanie czy przenoszenie DNA, mozliwe jest wklonowanie w ich miejsce dowolnych
konstrukcji genowych i tym samym skuteczne przeniesienie i zintegrowanie ich
z genomem biorcy (124). W warunkach in vitro pierwszym etapem transfor-
macji wektorowej z udziatem specjalnie przygotowanej kultury Agrobacterium
jest inokulacja eksplantatu pochodzacego ze sterylnej hodowli w zawiesinie
bakteryjnej przez okoto kilkanascie minut. W przypadku tytoniu, ktoéry odzna-
cza si¢ duzymi mozliwosciami regeneracyjnymi i wysokim powinowactwem do
A. tumefaciens transformacja przebiega szybko i1 wydajnie, a powszechnie
stosowana metoda zapoczatkowang w 1984 roku jest metoda krazkéw lisciowych
(90). Komorki bakterii w obszarze T-DNA plazmidéw majg wklonowany konstrukt
genowy skladajacy sie zazwyczaj z pozadanego transgenu i genu selekcyjnego,
czasami takze genu reporterowego. Po etapie inokulacji, ktora trwa maksymalnie
do kilkudziesigciu minut i oplukaniu eksplantatéw w wodzie destylowanej sa one
wyktadane na pozywki regeneracyjne bez antybiotykow zwykle na okres kilku dni.
W tym czasie dochodzi do przekazania T-DNA bakterii wraz z wklonowanym kon-
struktem do komorek roslinnych. Nastgpnie krazki liSciowe przenosi si¢ na taka
samg pozywke regeneracyjng zawierajaca dodatkowo antybiotyki kanamycyne
i karbenicyling w celu eliminacji bakterii i selekcji transformantéw. Po kilku tygod-
niach zregenerowane pedy przenosi si¢ na pozywke ukorzeniajaca zawierajaca oby-
dwa antybiotyki (58) (rys. 6). Jesli konstrukt zawierat takze geny reporterowe, np.
biatka zielonej fluorescencji GFP, lucyferazy czy p-glukuronidazy, selekcja tkanek
stransformowanych moze opiera¢ si¢ na metodach histochemicznych lub bardziej
doktadnych technikach molekularnych z wykorzystaniem specyficznych starterow
i reakcji PCR (124).

Tyton tatwo ulega transformacji przy uzyciu skutecznej i taniej metody wekto-
rowej z wykorzystaniem bakterii, dlatego nie stosuje si¢ powszechnie innych metod
do jego transformacji. Dla roslin, u ktoérych agroinfekcja w ogdle nie zachodzi, jest
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mato skuteczna lub pojawiaja si¢ trudnosci w regeneracji roslin w kulturach in vitro
stosuje si¢ inne metody, takie jak infiltracje, technike PTP (ang. pollen tube pathway),
mikrowstrzeliwanie, czy technike z wykorzystaniem wtokien krzemowo-karbi-
dowych (124). W przypadku tytoniu stosuje si¢ bezwektorowa metode biolistyczna,
czyli mikrowstrzeliwanie, zwlaszcza w przypadku transformacji plastydow.

Transformacja krazkéw lisciowych Regenarcja i selekcja roslin transfor-
przy pomocy Agrobacterium tumefaciens mowanych na pozywce z antybiotykiem

Selekcja roslin transgenicznych na pozywce z antybiotykiem

Rys. 6. Transformacja genetyczna tytoniu
Zrédto: Doroszewska, 2004 (58).

W tym celu wykorzystuje si¢ jako nosniki czgsteczki ztota lub wolframu, ktore
optaszczone sa czgsteczkami DNA. Po umieszczeniu no$nikow z DNA na po-
wierzchni tkanek w atmosferze cze$ciowej prozni i w obecnosci sprezonego helu
zaczynaja one z duza szybkoscig penetrowac tkanki. Mozliwe jest wprowadzenie
nawet kilku transgenow o dowolnie wybranych dtugosciach. Jest to metoda skutecz-
na, ale wymagajaca specjalnego sprzgtu i odczynnikéw. Inng technika, ktorg takze
zastosowano u tytoniu, jest transformacja z zastosowaniem Agrobacterium wspo-
magana sonifikacja (SAAT, ang. sonication-ssisted Agrobacterium transformation).
Eksplantaty w obecnosci Agrobacterium sa poddawane przez krotki okres dziataniu
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ultradzwigkéw, co powoduje powstanie wielu jednakowych uszkodzen na po-
wierzchni tkanki. Utatwia to bakteriom dostep do wnetrza komorek i znacznie po-
prawia wydajno$¢ transformacji (165).

Duze mozliwo$ci regeneracyjne tytoniu oraz tatwos¢ przeprowadzania trans-
formacji prosta metoda wektorowa z Agrobacterium spowodowala, ze badania nad
transformacjg tytoniu rozwijaty si¢ bardzo dynamicznie. Z praktycznego punktu
widzenia szczegolnie istotne sg badania nad uzyskiwaniem odmian odpornych, np.
na patogeny wirusowe, grzybowe, bakteryjne lub na herbicydy. Prace badawcze
nad transformacja prowadzone w IUNG-PIB opieraly si¢ na uzyskaniu odpornosci
tytoniu na najwazniejsze gospodarczo izolaty wirusa Y ziemniaka PVY. Poniewaz
choroby wirusowe stanowig istotny problem w uprawie tytoniu, gtéwnie ze wzgledu
na brak mozliwos$ci ich zwalczania metodami chemicznymi (47), tak wazne staje
si¢ poszukiwanie innych metod ochrony roslin przed wirusami m.in. poprzez
transformacj¢. Polaczenie za$ technik transformacji z mechanizmem naturalnej
odpornosci staje si¢ doskonatym narzedziem do uzyskiwania trwalszej odpornosci
na choroby wirusowe (58). Do transformacji uzyto trzech konstrukcji genowych:
konstrukcji LMVCP niosacej gen biatka ptaszcza wirusa mozaiki sataty (LMYV)
i konstrukcji pROKY niosacej zmodyfikowany gen polimerazy wirusa PVY ze
wstawka wirusowg w orientacji sensownej (pROKY 1) oraz w orientacji antysen-
sownej (pROKY?2). Konstrukcje te byly sprzezone z markerem selekcyjnym, ktorym
byt gen fosfotransferazy neomycynowej, warunkujacy odpornos¢ na kanamycyne.
Uzyskane wyniki procesu transformacji byly pomys$lne, co w duzej mierze jest
zastuga dobrze dobranych warunkéw regeneracji roslin w kulturze in vitro. Rege-
neracja roslin z eksplantatéw na podtozu z kanamycyna byta na poziomie 40-50%
u trzech odmian transformowanych przy uzyciu LM VCP oraz czterech odmian trans-
formowanych wektorami pROKY1 i pROKY?2. Detekcja wybranych roslin trans-
genicznych z uzyciem technik molekularnych wykazata skuteczng transformacje
z wykorzystaniem wszystkich trzech konstrukcji genowych (58). Celem dalszych
badan byto poréwnywanie skutecznosci zastosowanych konstrukcji genowych oraz
analiza ekspresji transgenow w dalszych pokoleniach roslin transgenicznych (rys. 7).
Analiza taka wykazala m.in. najwickszg skuteczno$¢ transgenu LMVCP w ochronie
antywirusowej oraz stabilizacje cechy odpornosci w dalszych pokoleniach. W przy-
padku dwoéch pozostatych transgenow szybka stabilizacja dziedziczenia transgenu
niestety nie przektadala si¢ na odpornos¢ roslin w nast¢pnych pokoleniach co przy-
puszczalnie byto skutkiem wzrostu metylacji wirusowej wstawki (47).

Przeprowadzono takze badania pordwnawcze migdzy liniami transgenicznymi
i nie poddanymi transformacji pod wzgledem waznych cech biologicznych i agro-
nomicznych, m.in. wysokosci roslin i ich morfologii, powierzchnii lisci, przebiegu
mejozy i zywotnosci pytku, sktadu chemicznego lisci i wykazano jedynie nieznacz-
ne roznice, gldwnie w jakosci wysuszonych lisci (46). Podobne badania poréwnaw-
cze, obejmujace m.in. charakterystyke wzrostu, morfologie, jako$¢ i sktad chemicz-
ny lisci oraz inne wazne cechy uzytkowe, przeprowadzone na plantacjach tytoniu
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Rys. 7. Elektroforetyczna analiza produktow amplifikacji metoda PCR transgenu ROKY obecnego
w roslinach tytoniu odmiany ‘AC Gayed’
Zrédto: fot. A. Czubacka, zasoby whasne ZHiBR IUNG-PIB.

w Chinach takze nie wykazaty znacznych réznic. Nie wykazano réznic w jakosci
i sktadzie chemicznym lisci, jedynie linia transgeniczna charakteryzowata si¢ lep-
szym plonowaniem (191). Uzyskiwanie odpornosci na PVY poprzez transformacje
genem biatka ptaszcza wirusa PVY (CP), wirusa mozaiki sataty LMV (CP) czy ge-
nem polimerazy PVY bylo i nadal jest przedmiotem wielu badan, np. uzyskano pi¢é¢
linii odpornych na wirusa transformujac je genem biatka plaszcza CP z wegierskiego
izolatu PVY-H czy uzyskano transgeniczny, odporny tyton odmiany ‘Xanthi’,
uzywajac jako transgenu zmodyfikowanego genu biatka plaszcza wirusa mozaiki
salaty (58). We wszystkich powyzszych badaniach odpornos¢ na wirusa PVY uzyski-
wano transformujac rosliny naturalnymi genami pochodzacymi z wiruséw. Metoda
ta jest coraz czesciej stosowana w zapobieganiu chorobom wirusowym, a odpornosé
taka nazywana jest odpornoscig pochodzaca od patogena (ang. patogen derived
resistance, PDR). Pierwsze proby uzyskiwania odpornosci ta droga polegaty na intro-
dukcji do genomu biorcy genow kodujacych biatko ptaszcza (CP) wirusa, a odpornosé
taka nazywana jest odpornoscia uzyskang za posrednictwem CP (ang. coat protein-
mediated protection). Innym rodzajem odpornosci jest odpornos¢ warunkowana ge-
nem kodujagcym wirusowg replikaze (ang. replicase-mediated). Podstawowa r6znica
migdzy powyzszymi rodzajami opornosci jest to, ze odporno§¢ warunkowana RNA
odznacza si¢ wysoka specyficznoscia, czyli chroni przed infekcja przez szczep,
z ktérego pochodzit transgen, badz przez szczep blisko spokrewniony (58).

Metode transformacji wykorzystano takze do uzyskania odpornosci tytoniu na
inne choroby wirusowe. Anderson i in. wroku 1989 (3) transformowali
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tyton genem biatka ptaszcza jednego ze szczepow mozaiki tytonowej (TMV). Uzys-
kane rosliny wykazywaty odpornos¢ nie tylko na TMV, ale miaty podwyzszona
odpornos¢ na inne choroby powodowane przez AMV, PVY, PVX i CMV. Wyso-
ki stopien odpornosci tytoniu odmiany ‘Burley 49’ na cetkowang plamistos$¢ lisci
tytoniu (TEV) uzyskano dzigki transformacji genem biatka ptaszcza TEV (115).
W przypadku uzyskiwania odpornosci na brazowa plamistos¢ pomidora na ty-
toniu (TSWV) transformowano 12 odmian uprawnych tytoniu genem N w orien-
tacji sens, kodujacym nukleoproteing N z izolatu L3 wirusa (izolat bulgarski) i juz
w pokoleniu R, uzyskano kompletnie odporne linie szeSciu odmian. Po zanalizo-
waniu dziedziczenia w pokoleniach R.-R, i wyselekcjonowaniu linii odpornych
wykazano, ze odpornos¢ dziedziczy si¢ w sposob stabilny (169). Oprocz badan
w kierunku uzyskiwania odporno$ci na choroby wirusowe prowadzone sg takze bada-
nia nad odpornoscig bakteryjna. W roku 1998 Batchvarova i in.(9) transformo-
wali sze$¢ odmian tytoniu plazmidem zawierajacym gen #t7, warunkujacy odpornos¢
na Pseudomonas syringa pv. tabaci. Stwierdzili oni, ze odporno$¢ na te bakterig
uzyskana droga transformacji jest dziedziczna, a wzrost liczby roslin odpornych
w kolejnych pokoleniach $wiadczy o dobrej transmisji transgenu. Jednak stabilne
linie odporne i homozygotyczne pod wzgledem genu #r uzyskano w zalezno$ci
od odmiany w pokoleniach R -R.. Badania nad zwigkszeniem odpornosci tytoniu,
a takze Arabidopsis thaliana na patogeny grzybowe prowadzili m.in. Shukurov
i in. wroku 2012 (166) transformujac rosliny trzema konstruktami zawierajacymi
geny kodujace biatka o wlasciwosciach przeciwgrzybowych, pochodzace od innej
rosliny — gwiazdnicy pospolitej (Stellaria media L.). Ro$liny transgeniczne niosace
petnej dlugosci gen dla biatka pro-SmAMPI wykazywaly najwyzsza odpornosé¢
wobec takich patogenow grzybowych jak Bipolaris sorokiniana oraz Thielaviopsis
basicola. Transformacja tytoniu obejmuje nie tylko badania nad uzyskaniem odporno-
$ci na choroby, ale takze dotyczy odporno$ci na herbicydy (52) i szkodniki, np. mszyce
brzoskwiniowo-ziemniaczana Myzus persicae (35) oraz nad zwiekszong tolerancja na
stresy abiotyczne, takie jak duze zasolenie, temperatura, stres osmotyczny (2, 200).
Transformacji genetycznej oprocz genomu jadrowego moze takze podlegaé
stabilny genom chloroplastowy. Tyton byt pierwsza rosling wyzsza, u ktorej prze-
prowadzono ten typ transformacji z duza wydajnoscia i obecnie jest to roslina
modelowa, ktora bardzo czgsto jest wykorzystywana, np. do produkcji waznych
biatek. Transformacja plastydéw znalazta zastosowanie w badaniach podstawowych
plastydow, w ulepszaniu genotypow poprzez wprowadzanie genow odpornosci
na choroby czy stresy abiotyczne, ale takze w produkcji na wigksza skale waznych
biatek rekombinowanych o znaczeniu terapeutycznym, np. somatotropiny ludzkiej,
przeciwciat monoklonalnych, interferonow, enzymow (152). W wielu wypadkach
wybor transformacji chloroplastowej jest lepszy, a korzysci z zastosowania tej tech-
nologii to m.in.: mozliwos¢ uzyskania wysokiej ekspresji transgenu, co w przypadku
uzyskiwania bialek rekombinowanych jest bardzo istotne, wprowadzanie transgenu
w okreslone miejsce w wyniku homologicznej rekombinacji, mozliwos¢
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ekspresji réznych transgenow w jednym czasie, tatwa eliminacja genow markerowych,
a takze nierozprzestrzenianie si¢ transgenow z pylkiem ro$lin. Transformacja plas-
tydow nie zachodzi z udzialem A. tumefaciens, ale specjalnie skonstruowanych
wektorow. Podstawg wektora jest okreslona sekwencja genomu plastydowego orga-
nizmu, u ktorego chcemy dokona¢ transformacji, dzigki temu proces transformacji
jest miejscowo specyficzny. Jest to tzw. lewa i prawa sekwencja flankujaca, kazda
o wielkosci okoto 1-2 kb (121). Integracja transgenu do genomu chloroplastowego
zachodzi poprzez homologiczna rekombinacje pomigdzy sekwencjami flankujacymi
wektora a genomem plastydowym. Sg wprawdzie konstruowane wektory, ktore moga
by¢ uzyte do transformacji wigkszej liczby roslin, ale warunkiem ich zastosowania
jest istnienie dostatecznego poziomu homologii sekwencji flankujacych i genomu
gospodarza. Konstrukt zawierajacy sekwencje flankujace, gen, ktérego ekspresje
chcemy uzyska¢ i gen markerowy jest wprowadzany do komorek z uzyciem tech-
niki biolistycznej (mikrowstrzeliwania), PEG-u lub protoplastow. Selekcja roslin
transplastomicznych, czyli zawierajacych transgen odbywa si¢ na pozywkach sele-
keyjnych. Do tej pory skonstruowano wiele wektoréw do transformacji chloroplas-
towej tytoniu, ktére skierowane sa na rézne regiony genomu chloroplastowego.
Madanala i in wroku 2012 (121) skonstruowali wektor do transformowania
plastydow tytoniu w celu otrzymywania rekombinowanego biatka YFP. Wyzna-
czyli takze nowe miejsce wlaczania konstruktu do genomu. Sekwencje flankujace,
odpowiednie do wybranego regionu genomu, zostaly wyznaczone poprzez analize
BLAST aby zapewni¢ odpowiedni poziom homologii takze dla innych gatunkow
ro$lin. Rosliny transplastomiczne, ktére otrzymano odznaczaly si¢ wysokim po-
ziomem ekspresji biatka YFP na poziomie 5-6% wszystkich rozpuszczalnych bialek.

Transformacja tytoniu pozwala na prowadzenie nie tylko szerokich badan nad
stabilno$cig wbudowanych genow i ich wplywem na cechy uzytkowe roslin, ale takze
ma wymiar bardzo praktyczny. Tyton i jego transformacja jest przedmiotem wielu
badan i bardzo ciekawych wynikow w zakresie produkcji pozadanych przez cztowieka
zwigzkéw (praca dr. M. Przybysia w niniejszym zeszycie ,,Studia i Raporty IUNG-
PIB”). Obecnie transgeniczny tyton, podobnie jak inne transgeniczne rosliny nie jest
dopuszczony do komercyjnej uprawy. Niezwykle istotne jest natomiast, aby z chwilg
prawnej i publicznej akceptacji upraw roslin transgenicznych byty one przygotowane
w o$rodkach naukowych ze wzgledu na konkurencyjnos$¢ produktow rolniczych na
rynkach $wiatowych (58).

Cytoplazmatyczna meska sterylnosé

Hodowla tytoniu, podobnie jak innych gatunkéw roslin uprawnych, opiera si¢
czesto na krzyzowaniu i uzyskiwaniu form mieszancowych. Poza odmianami, stosuje
si¢ czesto takze gatunki dzikie, stanowigce rezerwuar wielu genow.

Zastosowanie krzyzowania oddalonego powoduje w wielu przypadkach powsta-
nie form cytoplazmatycznie meskosterylnych (cms). Przyczyna cytoplazmatycznej
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meskiej jatowosci jest brak wspodtdziatania pomiedzy odpowiednimi czynnikami ge-
netycznymi jadra i cytoplazmy, odpowiedzialnymi za rozwoj meskich organow ge-
neratywnych i1 mikrosporogeneze. Powstaje ona w mieszancach oddalonych, gdzie
jadro komorkowe jednego gatunku nie wspotgra prawidlowo z cytoplazma dru-
giego. Ogromna role w tym procesie odgrywa mitochondrium. Cytoplazmatyczna
meska sterylnos$¢ obejmuje szereg procesow prowadzacych do zaburzen mikrospo-
rogenezy, co powoduje tworzenie niefunkcjonalnych mikrospor lub ziaren pytku.
Zaburzenia cytologiczne ujawniaja si¢ przede wszystkim w dwoch tkankach: tapetum
i komoérkach macierzystych pytku (KMP). Tapetum to warstwa komorek bezposred-
nio otaczajaca roznicujace si¢ KMP oraz odzywiajaca je. Komorki tapetum w roslinach
cms charakteryzuja si¢ nadmierna wakuolizacja, utrata charakteru komorkowego
tkanki i tworzeniem wielojadrowych syncytiow, jak roéwniez wystepuja zaburze-
nia czasu naturalnej degeneracji, polegajace na opoznionym lub przedwczesnym
obumieraniu. Badania wykazaly, ze u meskosterylnych roslin w tapetum i mikro-
sporach mitochondria czesto sa mniejsze, a system grzebieni znacznie ubozszy,
z nienaturalnie rozdetymi membranami, natomiast w roslinach plodnych mito-
chondria posiadaja doskonale rozbudowany system grzebieni wewnetrznych. Mito-
chondrialny DNA roslin odznacza si¢ wysokim stopniem skomplikowania, zarowno
pod wzgledem struktury, jak i mechanizmow zwigzanych z przetwarzaniem infor-
macji genetycznej. Tylko nieduza cze$¢ genomu mitochondrialnego zawiera sek-
wencje kodujace biatka. Ponadto posiada on pewna liczbe tzw. otwartych ramek
odczytu (orf), mogacych potencjalnie kodowaé geny, ktorych funkcja pozostaje jak
dotad nieznana. W mtDNA wystepuja rowniez sekwencje homologiczne z DNA
jadrowym i chloroplastowym oraz mate i duze sekwencje powtorzone (125). Cyto-
plazmatyczna meska sterylno$¢ to cecha dziedziczona po formie matczynej, tzn. jest
przenoszona do kolejnych pokolen przez rosliny mateczne niezaleznie od uzytej
formy ojcowskiej (5, 25, 88, 116, 138).

Cytoplazmatyczna meska sterylnos$¢ jest zjawiskiem naturalnym u roslin
wyzszych, odnotowanym u ponad 150 gatunkéw. Cms u tytoniu, podobnie jak
w przypadku innych gatunkéw uprawnych (kapusty, marchwi, cebuli, ryzu, sor-
ga, slonecznika, pszenicy, jeczmienia, kukurydzy, soi, bawelny i wielu innych),
stanowi podstawg dla rozwoju i produkcji mieszancow F, dla celow komercyjnych.
Niezdolno$¢ do wytwarzania funkcjonalnego pytku eliminuje koniecznos¢ przepro-
wadzania pracochtonnej, recznej kastracji pylnikow oraz gwarantuje, ze otrzymane
nasiona sg wynikiem kierunkowego krzyzowania, a nie samozapylenia. Ponadto
formy cytoplazmatycznie meskojalowe pozwalaja na ochrone praw autorskich
hodowcy, gdyz zapobiegaja nieautoryzowanej produkcji nasion. Stanowia tez cenny
materiat uzytkowy oraz materiat do badan cytologicznych, fizjologicznych i mole-
kularnych zmierzajacych do poznania mechanizméw odpowiedzialnych za ekspresje
cechy nieptodnosci pytku (13, 125). Formy meskosterylne mozemy otrzymac na
drodze hodowli poprzez selektywna eliminacje chromosoméw rosliny matecznej
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1 zastgpowaniu ich chromosomami innego gatunku na drodze krzyzowania wstecz-
nego. W przypadku tytoniu, w mieszancach pozostaje cytoplazma rosliny mateczne;j,
najczesciej dzikiego gatunku z rodzaju Nicotiana, za$ forme ojcowska, warunkujaca
genom, stanowi N. tabacum (33, 146, 151).

Ze wzgledu na czas, w ktérym nastgpuje zatamanie meskiego rozwoju gene-
ratywnego, Gabelman w 1956 roku (74) podzielit cytoplazmatyczna meska
sterylnos¢ na pytkowa, precikows i1 funkcjonalng. Pierwsza ma charakter postmejo-
tyczny i objawia si¢ zaburzeniami w rozwoju mikrospor po fazie tetrad, co moze
prowadzi¢ do braku pytku lub wytwarzania pytku niefunkcjonalnego w morfolo-
gicznie niezmienionych lub mato zmienionych pylnikach. Druga objawia si¢ zmia-
nami degeneracyjnymi catych precikow, w ktorych czesto nawet nie dochodzi
do tworzenia komorek mejotycznych lub tez pojawia si¢ silna nieregularnosé¢
w podziatach mejotycznych. Funkcjonalna meska sterylnos¢ wystepuje wtedy, gdy
mikrospory rozwijaja si¢ normalnie, ale nie dochodzi do ich uwolnienia wskutek
niepgkania pylnikow. W rodzaju Nicotiana przewaza typ precikowy (79).

Chaplin wroku 1962 (37) wyroznit kilka typow meskiej sterylnosci
w zaleznosci od uzytego gatunku dzikiego:

* typ pierwszy to normalnie wyksztatcone meskie organy generatywne;

* typ drugi to kwiaty meskosterylne, pylniki skurczone, ale nitki precikow

o normalnej dtugosci (N. bigelovii);
* typ trzeci to nitki precikow skrocone i pylniki zdegenerowane (N. megalosiphon
1 N. suaveolens);
* typ czwarty to pylniki o skroconych nitkach nie zawierajace ziaren pytku
(N. plumbaginifolia);
* typ piaty to przeksztatcone pylniki w formie platkow korony (V. undulata),
* typ szosty to znieksztalcone platki korony 1 zdegenerowane pylniki
(N. debneyi).
Ponadto, czasem wystepuje zjawisko feminizacji meskich organéw generatywnych,
czyli pojawiania si¢ stupkow ze znamionami w miejscu precikow (N. repanda) (78).

Wplyw cytoplazmy na powstawanie meskiej sterylnosci u tytoniu moze by¢
w pewnym stopniu modyfikowany przez czynniki $rodowiska. Ta sama odmiana
meskosterylna moze by¢ czegsciowo ptodna w okreslonych warunkach. Odgrywaja
tu role takie czynniki jak dtugo$¢ dnia, warunki termiczne oraz intensywnosc¢ $wiatta
(146).Berbe¢ i Berbe ¢ wroku 1976 (18) badali wzrost i rozwdj form tytoniu
(N. tabacum) odtworzonych na cytoplazmie N. glauca w zréznicowanych warunkach
fotoperiodu. Kontrolg stanowity genetycznie analogiczne formy roslin z normalng
1 zmutowang cytoplazma N. tabacum. We wszystkich warunkach fotoperiodu
badane ro$liny byly meskosterylne. W pewnych uktadach fotoperiodycznych rosty
one szybciej 1 wytwarzaly wigkszg mas¢ wegetatywna oraz roznity si¢ przebiegiem
rozwoju generatywnego w poréwnaniu do obu formami z cytoplazmy N. tabacum.

Zwiazek cytoplazmy z meska jatowoscig roslin odkryt w 1906 roku Correns
(43). Poczatek badan nad cytoplazmatyczna meska jalowoscig w rodzaju Nicotiana



Nowoczesne metody i techniki w ulepszaniu genotypow tytoniu dla produkcji rolniczej... 95

wigze si¢ z wykryciem w roku 1928 przez E a s t’ a (66) meskojatlowych roslin
w potom-stwie mieszanca N. sanderae x N. langsdorfii. Pierwsza alloplazmatyczna
formg tytoniu uprawnego N. tabacum z podstawiong cytoplazma gatunku N. debneyi
opisal w roku 1950 Clay ton (42). Plodne amfidiploidy N. debneyi x N. taba-
cum kilkakrotnie krzyzowat wstecznie z N. tabacum, jako rodzicem ojcowskim,
uzyskujac juz w pokoleniu seskwidiploidalnym rozszczepienie na formy o ré6znym
stopniu meskiej ptodnosci. W pokoleniu BC, wystepowaly juz niemal wylgcznie
ros$liny meskojatowe. Cecha meskiej jatowosci byla przekazywana bez wyjatku na
wszystkie rosliny dalszych pokolen uzyskanych w wyniku krzyzowania wstecznego
z tytoniem uprawnym. Powyzszy schemat lub jego modyfikacje zastosowano przy
uzyskaniu prawie wszystkich nastgpnych form alloplazmatycznych. Przeniesienie
cytoplazmy N. repanda do N. tabacum, ze wzgledu na bariery krzyzowalnos$ci, odbyto
si¢ z zastosowaniem tzw. krzyzowania pomostowego. Forme pomostowa stanowit
mieszaniec N. sylvestris X N. tabacum. Na drodze krzyzowania migdzygatunkowego
pomiedzy N. excelsior x N. tabacum, N. amplexicaulis *x N. tabacum oraz
N. rustica x N. tabacum uzyskano formy cytoplazmatycznie meskosterylne. Os-
tatnia krzyzowka wymagata krzyzowania pomostowego z N. alata (139). Formeg
N. tabacum z cytoplazma N. eastii uzyskano natomiast juz w pierwszym pokoleniu
mieszancowym. Substytucja cytoplazmy polegata tu prawdopodobnie na procesie
androgenezy lub selektywnej eliminacji chromosoméw gatunku dzikiego w jej toku
(19). Formg alloplazmatyczna typu tabacum odkryto jako spontaniczng mutacje (20).
Cytoplazmatyczna meska sterylnos$¢ uzyskano rowniez w przypadku, gdy rodzicem
zenskim byl gatunek uprawny. Przyktadami takich krzyzéwek miedzygatunkowych
sa N. tabacum x N. glutinosa, N. tabacum x N. plumbaginifolia, N. tabacum x N.
glauca oraz N. tabacum x N. alata. Przypuszcza si¢, ze mechanizm powstawania
tego typu meskiej jatowosci polega na indukcji zmian w cytoplazmie przez gen lub
geny jadrowe gatunku dzikiego we wczesnych pokoleniach mieszancowych (30, 79,
138, 170). W 2007 roku uzyskano nowa meskosterylng linie¢ N. tabacum odmiany
‘Wislica’ z cytoplazma pochodzaca od N. wuttkei (109). Rosliny alloplazmatycznego
analoga odmiany ‘Wislica’ z cytoplazma N. wuttkei byly nizsze, zakwitaty pdzniej
i mialy liScie o mniejszej powierzchni w poréwnaniu z roslinami wyjsciowej od-
miany ptodne;.

Na poczatku lat 70. XX wieku zalozono w Pulawach kolekcje alloplazma-
tycznych form tytoniu uprawnego N. tabacum, w oparciu o genotyp jadrowy od-
miany ‘Zamojska 4’. Kolekcje stopniowo rozbudowywano poprzez wilaczenie
do niej alloplazmatycznych form uzyskanych w IUNG-PIB, a takze sprowa-
dzonych z innych placowek naukowych. Liste form wraz z miejscem po-
chodzenia podano w tabeli 1. Obserwacje zmian dotyczacych budowy kwiatu
i pokroju ro$lin u alloplazmatycznych form N. tabacum odmiany ‘Zamojska 4’ pro-
wadzono w warunkach polowych (tab. 1) (17). Z uwagi na szersze wykorzysta-
nie w uprawie odmiany ‘Wislica’ niz odmiany ‘Zamojska 4°, wszystkie rodzaje cyto-
plazmatycznej meskiej jatowosci przeniesiono do ‘Wislicy’. Wymienione linie allo-
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plazmatyczne N. tabacum odmiany ‘Wislica’sg przechowywane w kolekcji [IUNG-PIB
w Putawach. Morfologia kwiatow wickszosci alloplazmatycznych form N. taba-
cum ‘Wislica’ nie roznila si¢ od swoich analogow w odmianie Zamojska 4. Pewne
roznice zaobserwowano dla cms N. amplexicaulis, cms N. debneyi, cms N. mega-
losiphon oraz cms N. undulata. Badania polowe wykazaty ponadto zwigkszong
podatnos¢ na wirusa Y ziemniaka (PVY) w przypadku cms N. exigua, cms N.
suaveolens, cms N. amplexicaulis, cms N. knightiana, cms N. occidentalis, jak
rowniez kilka form ( cms N. bigelovii, cms N. exigua, cms N. occidentalis 1 cms N.
undulata) zostato porazonych przez Cercospora nicotianae powodujacg biale plamy
na lisciach (13). U niektorych alloplazmatycznych analogéw odmiany ‘Zamojska 4’
obca cytoplazma podwyzszata podatnos¢ na maczniaka rzekomego tytoniu (formy
cms N. eastii, cms N. plumbaginifolia i cms N. glutinosa) (17).

Informacje dotyczace podatnosci na choroby oraz morfologii roslin sg niezwykle
cenne, gdyz najczesciej uzywanymi zrodtami cytoplazmatycznej meskiej jatowosci
w przemystowych odmianach i mieszancach tytoniu jest cms N. suaveolens i cms N.
undulata (13, 17).

Niektore formy meskosterylne tytoniu oparte na cytoplazmie dzikich gatunkow
posiadajag wiele cech niepozadanych cech uzytkowych. Stwierdzono u nich po-
wolniejszy wzrost, pdzniejsze zakwitanie, zmniejszenie liczby liSci, obnizke
plonu i pogorszenie jakosci surowca (146). W niektorych przypadkach obca cyto-
plazma moze korzystnie wptywac na produkcje alkaloidow. Wprowadzenie obcego
plazmonu modyfikuje cechy tytoniu uprawnego zwigzane z wartoscig uzytkowa.
Powszechnie obserwowanym zjawiskiem u form alloplazmatycznych jest zaha-
mowanie wzrostu, szczegoélnie poczatkowego (N. megalosiphon, N. debneyi, N.
suaveolens, N. plumbaginifolia), op6znienie zakwitania, zmniejszenie liczby lisci
1 ich rozmiarow (N. raimondii, N. knightiana). Dwa ostatnie czynniki sg najczestsza
przyczyng obnizenia plonu. Pogorszenie jako$ci wysuszonego surowca powodowala
cytoplazma N. megalosiphon, N. bigelovii i N. plumbaginifolia. Takiego negatyw-
nego wptywu nie wywotywaty natomiast N. undulata i N. suaveolens (16).

W celu uzyskania form cms, poza tradycyjnym krzyzowaniem migdzygatun-
kowym, obecnie wykorzystuje si¢ kilka metod inzynierii genetycznej (125, 151):

* potranskrypcyjne wyciszanie genow jadrowych odpowiedzialnych za produkcje

pylnikéw w roslinach transgenicznych;

* potranskrypcyjne wyciszanie gendéw mitochondrialnych, np. zablokowanie
ekspresji dehydrogenazy pirogronianowej w tapetum pylnikowym tytoniu, co
powoduje nadmierng wakuolizacje i rozrost tapetum oraz zaburzenia w budowie
sciany mikrospor (197);

* transformacja roslin za pomocg konstruktow zawierajacych geny chimeryczne,

» asymetryczna fuzja protoplastow, tzw. cybrydyzacja, czyli laczenie genomu
jadrowego jednego gatunku z genomem cytoplazmatycznym (mitochondria,
chloroplasty) drugiego gatunku lub linii genetyczne;.

Jedna z metod uzyskiwania mieszancéw cytoplazmatycznie meskosterylnych jest
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asymetryczna fuzja protoplastow. Polega ona na inaktywacji genomu jadrowego jednego
z partneréw, gtéwnie za pomocg promieniowania jonizujacego lub gamma. Dzigki tej
metodzie mozna krzyzowac przedstawicieli roznych rodzajow, a uzyskane w ten sposob
mieszance noszg nazwe cybrydow (16). Jednym z pierwszych przyktadow fuzji asy-
metrycznej w rodzaju Nicotiana jest podstawienie cytoplazmy N. africana w genomie
N. tabacum (107). Metoda ta zostata wykorzystana rowniez w celu uzyskania mieszanca
N. tabacum ‘K326’ x N. repanda. Uzyskane formy morfologicznie przypominaly tyton
uprawny, ale byly mgskosterylne. Badania molekularne wykazaty, ze uzyskane cybrydy
oraz potomstwo otrzymane w kolejnych pokoleniach z krzyzowania wstecznego z N.
tabacum miaty jadro pochodzace od N. tabacum i cytoplazme od N. repanda. Obecnosé
mitochondrium gatunku dzikiego zostalo potwierdzone dzigki uzyciu primeréw dla
mitochondrialnego genu afpA specyficznych dla N. repanda (172). Atanassov
i in. wroku 1998 (5) dzigki fuzji asymetrycznej uzyskali mieszanca N. tabacum x N.
alata. Analiza Southern-blot wykazala obecnos¢ w cybrydach genomu jadrowego od
N. tabacum i chloroplastow od N. alata. Zastosowanie enzymdw restrykcyjnych sugeruje,
ze genomy mitochondrialne cybrydéw pochodza z rekombinacji obu genoméw mito-
chondrialnych form rodzicielskich. Wspomniana rekombinacja mitochondriéw zostata
potwierdzona w badaniach nad cybrydami N. tabacum x N. suaveolens (71). W roku 1999
Dragoeva i in. (64)uzyskali migdzyrodzajowe cytoplazmatycznie meskosterylne
cybrydy pomiedzy N.tabacum i Petunia hybryda. Formy te posiadaly morfologie tyto-
niu. Badania molekularne wykazaly obecno$¢ genomu jadrowego od N. tabacum, chlo-
roplastow od Petunia hybryda i zrekombinowane mitochondria posiadajace cechy obu
rodzicow.

Nowoczesne metody badan z wykorzystaniem enzymdw restrykcyjnych i analiz
hybrydyzacyjnych z sondami molekularnymi u roslin ptodnych i megskosterylnych
pozwolity na identyfikacje regionow mtDNA zwigzanych z cechg cms. Analiza
genow skorelowanych z meska sterylnoscig wykazala, ze ich sekwencje nukleoty-
dowe ulegaja rearanzacji w regionach kodujacych i flankujacych. W przypadku niek-
torych roslin cms zidentyfikowano transkrypcyjnie aktywny, unikalny typ genow,
tzw. geny chimeryczne. Sg one produktem rekombinacji ztozonym z fragmentdéw
sekwencji kodujacych lub flankujacych podstawowych genéw mitochondrialnych
1 niezidentyfikowanych sekwencji orf. Geny chimeryczne moga odpowiadaé¢ za
powstanie biatek, ktore zakldcaja prawidtowy proces mikrosporogenezy. Badania
ekspresji genow mitochondrialnych w roslinach ptodnych i sterylnych wskazaty na
istnienie réznic w strukturze syntetyzowanych czgsteczek RNA, jednak nie wszyst-
kie ujawnione zmiany majg zwigzek z cecha cms. Badania O c z o § z roku 1980
(146) pozwalaja wnioskowac, ze przyczyng powstawania meskiej sterylnosci u ty-
toniu mogto by¢ ostabione tempo gromadzenia RNA ogolnego i biatka w li§ciach,
mniejsza intensywnos¢ syntezy rybosomalnego RNA i opdznione rozpoczecie prze-
mieszczania do stozka wzrostu todygi zwigzkow niezbgdnych do syntezy kwaséw
nukleinowych oraz biatka w organach generatywnych. Badania B e r gm an a
1 in. z roku 2000 (22) nad cytoplazmatycznie meskosterylnymi mieszancami . repan-
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da x N. tabacum dotyczace zawartosci ATP i ADP w organach kwiatowych pozwolily
stwierdzi¢, ze pylniki meskosterylne tych gatunkow produkuja znacznie mniej ATP, a tym
samym charakteryzujg si¢ obnizong proporcja ATP/ADP w stosunku do ptodnych odpo-
wiednikow. Stwierdzono rowniez zmieniony wzorzec transkrypcyjny dla mitochondrial-
nego genu atpl u tytoniu.

Cytoplazmatyczna meska sterylno$¢ jest procesem odwracalnym. Mechanizm przy-
wracania ptodnosci roslinom meskosterylnym wiaze si¢ najczesciej ze zmiang ekspresji
gendéw mitochondrialnych warunkujacych sterylnos¢ pytku. Proces ten zachodzi przy
udziale dominujgcych restorerow (Rf) i moze by¢ wynikiem supresji lub kompensacji
sterylnego genomu mitochondrialnego (33, 163). Badania nad przywracaniem ptodnosci
wskazujg na tzw. restorery jadrowe, czyli specyficzne fragmenty chromosomu odpowie-
dzialne za odtwarzanie jaderka. Jaderkotworczy fragment jest najczgsciej potozony w sate-
litarnej czgs$ci chromosomu. U tytoniu prowadzono badania nad restorerami ptodnosci
w mgskosterylnej formie z cytoplazma od N. repanda i genomem N. tabacum. Wprowa-
dzenie do genomu meskosterylnego mieszanca fragmentu jaderkowego, pochodzacego
od N. repanda, spowodowato przywrocenie zdolnosci do wytwarzania normalnych pyl-
nikow. Uwaza sig, ze po wprowadzeniu restorera system N. tabacum odpowiedzialny
za organizacj¢ jaderka jest eliminowany przez satelitarny fragment z N. repanda, ktory
w rodzimej cytoplazmie znajduje warunki do przywrocenia ptodnosci. Wykazano
rowniez, ze raz przywrocona ptodnosc jest przekazywana na potomstwo (25, 77, 78, 116).

Jak wspomniano, stosowane w hodowli formy cms pozwalajg na ochrong praw au-
torskich, utrzymanie w czystosci genetycznej mieszancow F, 1 wigkszg plastycznos¢ od-
mian. Ma to bardzo duze znaczenie dla szybkiego reagowania na zaopatrzenie rynku, jak
tez na pojawiajace si¢ nowe rasy i izolaty patogenow. Nalezy podkresli¢, ze uzyskane
w ostatnich latach w IUNG-PIB odmiany tytoniu charakteryzujace si¢ odpornoscia na
Chalara elegans oraz dobrymi cechami plonowania i jakosci surowca sg meskosterylne
(14). Podobnie, uzyskane w roku 2004 przez D or 0 s ze w s k 3 (58) linie BPA zawieraja
odpornos¢ na PVY pochodzaca od N. afiicana i sa potencjalnymi kandydatami do upra-

Wy W przysztosci (rys. 8).

r -
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Rys. 8. Me¢skosterylne kwiaty N. tabacum BPA
Zrodto: fot. T. Doroszewska, zasoby wtasne ZHiBR IUNG-PIB..
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Tabela 1
Formy alloplazmatyczne N. tabacum odmiany ‘Zamojska 4’ w kolekcji IUNG w Putawach.
Lp. Zrodho podstawionej obcej cytoplazmy Pochodzenie
1 N. amplexicaulis IUNG Putawy, Polska
2 N. bigelovii TRB, Harare, Zimbabwe
3 N. debneyi IUNG Putawy, Polska
4 N. eastii IUNG Putawy, Polska
5 N. exigua IUNG Putawy, Polska
6 N. glaca IUNG Putawy, Polska
7 N. glutinosa WITIM Krasnodar, Rosja
8 N. goodspeedii TRB, Harare, Zimbabwe
9 N. knightiana IUNG Putawy, Polska
10 N. megalosiphon WITIM Krasnodar, Rosja
11 N. occidentalis WITIM Krasnodar, Rosja
12 N. plumbaginifolia WITIM Krasnodar, Rosja
13 N. raimondii I IUNG Putawy, Polska
14 N. raimondii 11 IUNG Putawy, Polska
15 N. suaveolens TRB, Harare, Zimbabwe
16 N. tabacum IUNG Putawy, Polska
17 N. undulata WITIM Krasnodar, Rosja

Zrodto: Berbeé, 1998 (17).

Markery molekularne roslin i patogenow

Ulepszanie genotypdw tytoniu z wykorzystaniem nowoczesnych metod opiera si¢
glownie na prowadzeniu hodowli molekularnej, czyli selekcji pozadanych genotypow
na podstawie polimorfizmu markera molekularnego sprzezonego z loci okre$lonych
cech. Markery wykorzystuje sie tez do identyfikacji specyficznych sekwencji pato-
gendw wywotujacych choroby. Wykorzystywane w hodowli markery, dzigki swoim
wlasciwosciom, umozliwiajg bardziej precyzyjna i szybka selekcje w poréwnaniu z in-
nymi metodami oceny. Sg to gtdéwnie markery odpornosci na choroby, stresy, niedobory
pokarmowe czy tez stuzgce rozroznianiu form cytoplazmatycznej meskiej sterylnoscei.
Identyfikacja markerow molekularnych patogenéw pozwala na szybkie i wysoce
wiarygodne wykrycie infekcji, nawet jesli objawy zewnetrzne choroby nie wystepuja,
a takze na lepsze poznanie czynnikow chorobowych, okreslenie przynaleznosci sys-
tematycznej 1 tym samym skuteczniejsze ich zwalczanie. Wykorzystujac odpowiednie
metody molekularne mozliwe jest zbadanie zmienno$ci genetycznej w obrgbie ga-
tunkow, podgatunkdow, ras i szczepdw patogenow.
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Tabela 2
Zmiany czgéci kwiatowych 1 pokroju roslin u alloplazmatycznych form N. tabacum odm. ‘Zamojska 4’

w zaleznosci od rodzaju obcej cytoplazmy

Zmiany morfologiczne Zrédta cytoplazmy

normalny knightiana, raimondii I, raimondii 11

amplexicaulis, glauca, tabacum,

szezatkowy lub brak megalosiphon, suaveolens

Pylniki twory ptatkowate eastii, glutinosa, plumbaginifolia

twory platkowate 1 stupkowate occidentalis, goodspeedii

exigua, debneyi, bigelovii, suaveolens,

twory stupkowate undulata

amplexicaulis. eastii, glauca, glutinosa,
normalny knightiana, raimondii I, raimondii 11,
plumbaginifolia, tabacum

Stupek O -
P o zmienionej morfologii bigelovii, debneyi, exigua, suaveolens,
(normalny lub zniekszcatcony) undulata
znieksztatcony goodspeedii, occidentalis

eastii, glutinosa, plumbaginifolia,

Zmieniona korona .. . .
goodspeedii, occidentalis, suaveolens

debneyi, eastii, exigua, glutinosa,
Zmieniony pokroj goodspeedii*, megalosiphon™,
plumbaginifolia, undulata

* znacznie odbiega od pokroju odmiany ‘Zamojska 4’

Zrodto: Berbeé, 1998 (17).

Metody molekularne wykorzystywane do generowania markeré6w molekular-
nych mozna podzieli¢ na dwie grupy. Pierwsza grupa opiera si¢ na wykorzystaniu
enzymow restrykcyjnych, a nastepnie porownywaniu powstatych fragmentéw oraz
na metodach hybrydyzacji, druga za§ na zastosowaniu tancuchowej reakcji poli-
merazy (ang. polymerase chain reaction). Metody oparte na reakcjach PCR
odznaczaja si¢ wysoka czutoscia i specyficznoscia. W ostatnich latach powstato wiele
odmian reakcji PCR, np. nested-PCR (tzw. wewnetrzny PCR), multiplex-PCR, RT-
PCR czyli PCR poprzedzony procesem odwrotnej transkrypcji, kiedy analizowany
materiat genetyczny jest w postaci RNA, real-time PCR czyli PCR w czasie rzeczy-
wistym pozwalajacy na ominigcie etapu identyfikacji DNA w zelu i analizg przy-
rostu ilo$ci produktu w czasie rzeczywistym. Podstawowymi markerami rutyno-
wo wykorzystywanymi w badaniach genetycznych, taksonomicznych i filogene-
tycznych sg markery RFLP, RAPD, SSR, STS i AFLP. Dalsze, liczne modyfikacje
metody PCR oraz czesto polaczenie jej z trawieniem restrykcyjnym, doprowadzito
do powstania wielu nowych markerow, takich jak np. SCAR, IRAP, REMAP, CAPS.

RFLP, czyli analiza dlugosci fragmentéw restrykcyjnych (ang. restriction
fragment length polymorphism) to metoda nie opierajaca si¢ na technice PCR,
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w ktorej porownuje si¢ wielkosci fragmentow DNA wcezesniej poddanych trawie-
niu enzymami restrykcyjnymi. Analiza RFLP moze by¢ poprzedzona reakcja PCR
(RFLP-PCR). Zr6znicowany obraz prazkow po rozdziale elektroforetycznym wynika
gldwnie z mutacji, ktora objeta miejsce restrykcyjne, badz delecji lub duplikacji frag-
mentu DNA pomiedzy miejscami restrykcyjnymi. Jezeli liczba uzyskanych prazkow
jest bardzo duza, mozna rozdzielone w zelu fragmenty DNA podda¢ denaturacji,
przenies¢ na bibule nitrocelulozowa i przeprowadzi¢ hybrydyzacje ze znakowana
sondg. Uzyskuje si¢ charakterystyczny obraz, tzw. profil genetyczny. Markery RFLP
moga by¢ wykorzystywane do konstruowania map genetycznych, wykrywania ob-
cego DNA w tkance roslinnej, (co pozwala na identyfikacje czynnika chorobowego
w dalszych etapach badan) w badaniach taksonomicznych, filogenetycznych roslin
i patogenow czy w identyfikowaniu form cytoplazmatycznej meskiej sterylnosci.
Metoda ta znalazta liczne zastosowania w badaniach genetycznych Nicotiana,
a takze patogenéw wywotujacych roznorakie choroby u tytoniu. Glais i in.
w roku 1998 (81), badajac region odpowiedzialny za charakter nekrotyczny wirusa
PVY, ktory wywotuje brunatng nekroze nerwdw lisci tytoniu, zastosowali technike
RFLP do strawienia genomow 10 izolatow PVY bedacych reprezentantami czterech
grup PVY: PVYN, PVYNN PVYMW i PVY?. Badania RFLP genomoéw izolatow,
ktore byty amplifikowane w dwoch fragmentach, pozwolily na podzielenie izo-
latow na 5 grup (pierwszy fragment: grupa A — PVYY, grupa B — PVYN™N i PVYNW,
grupa C — PVY?Y; drugi fragment: grupa D — PVYN i PVYN™Y, grupa E — PVY?
i PVYYW). Poza tym, badania wykazaty, ze regionem odpowiedzialnym za charak-
ter nekrotyczny jest cze$¢ 5’wirusowego RNA. Metoda zostata tez wykorzystana
w badaniach nad PVY prowadzonych w IUNG-PIB i postuzyta do grupowania ge-
netycznego, a do nast¢pnie analizy filogenetycznej izolatow PVYNW i PVYNTN (154,
155) (rys. 9). Oprocz wirusow, ta sama technika badano takze patogeniczne grzyby, m.in.
Phytophthora parasitica, powodujaca zgnilizne pierscieniowa podstawy todygi ty-
toniu (73) oraz izolaty Rhizoctonia solani wyizolowane z tytoniu i wywotujace
rizoktonioze. W ostatnim przypadku amplifikowano technika PCR geny rDNA wraz
z sekwencjami ITS, poniewaz regiony te sa jednymi z najbardziej zroznicowanych
loci, przeprowadzano analize ITS-RFLP z roznymi enzymami restrykcyjnymi,
a nastepnie stworzono dendrogramy, na podstawie ktorych oceniano réznorodnos¢
genetyczng izolatow (86). Markery RFLP sg stosunkowo wysoce polimorficzne
i odtwarzalne, wystepuja powszechnie, dziedziczg si¢ w sposob kodominujacy, czyli
sonda hybrydyzacyjna moze zwykle wigza¢ si¢ z r6znymi allelami w jednym locus.
Daja takze mozliwosc¢ jednoczesnego skreeningu nieograniczonej liczby fragmentow
DNA przy zastosowaniu niezmienionej procedury badawczej. Z drugiej strony tech-
nika ta jest pracochtonna i czasochtonna oraz wymaga uzycia duzej ilosci wyso-
kiej jakos$ci, nieuszkodzonego DNA, dlatego obecnie nie jest juz tak powszechnie
uzywana i jest zastgpowana przez tansze i prostsze metody oparte na reakcjach PCR.

Jedna z metod opartych na reakcjach PCR jest tancuchowa reakcja polimerazy
z arbitralnie wybranymi starterami, czyli RAPD (ang. random amplified polymorphic
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DNA). Reakcja jest prowadzona z uzyciem jednego startera o dowolnie wybranej
sekwencji, przylaczajacego si¢ do obu nici matrycy, co prowadzi do powstania
wielu fragmentow komplementarnego DNA. Generujac te startery nie jest koniecz-
na znajomo$¢ sekwencji badanego DNA. Polimorfizm markerow RAPD wynika
z reanzacji lub delecji pomiedzy miejscami przylaczania starterow (189). Zwykle
wykonuje si¢ kilka reakcji RAPD z roznymi przypadkowymi starterami, ktore
najczesciej pochodza z firmy OPERON. Lokalizacja oraz liczba miejsc komplemen-
tarnych dla danego startera jest rozna, nawet dla organizméw blisko spokrewnio-
nych, co stanowi podstawe do ich réznicowania. Prowadzac analize porownawcza
produktéw RAPD z markerami RAPD charakterystycznymi dla danego patogena,
oczywiscie przy uzyciu jednakowych starterow, mozna w szybki i prosty sposob
zidentyfikowa¢ sprawce choroby (187).

Rys. 9. Wzory restrykcyjne po trawieniu DNA genomu wirusa PVY enzymami restrykcyjnymi
Zrédto: Przybys, 2011 (155).

Metody RAPD sg stosowane do oceniania genetycznej réznorodnosci wsrod wie-
lu organizméw, w tym bardzo czesto grzybow patogenicznych. W przypadku bak-
terii, ktorych genom jest maly, uzyskuje si¢ zwykle zbyt matg liczbg produktow
RAPD. Uzyto jej migdzy innymi do identyfikacji izolatow grzyba Phytophthora pa-
rasitica var. nicotianae, ktéry powoduje u tytoniu zgnilizn¢ pierScieniowg podstawy
lodygi oraz do odrozniania izolatow patogenicznych od niewywolujacych objawdw
choroby. Wyniki badan patogenicznos$ci réznych izolatow w testach szklarniowych
zostaly catkowicie potwierdzone metoda RAPD, a na podstawie wygenerowanych
markerow utworzono drzewa filogenetyczne i pogrupowano izolaty w odpowied-
nie klastry. Technika okazata si¢ by¢ czulg i niezawodng metoda szybkiej identy-
fikacji izolatow grzybowych (198, 199). Badano takze réznorodno$¢ genetyczna
1 tworzono drzewa filogenetyczne wielu gatunkow rodzaju Nicotiana (44, 196). Y u
i1 Linw 1997 roku (196), wykorzystujac 34 arbitralnie wybrane startery, porow-
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nawali 18 genotypow tytoniu nalezacych do 9 gatunkow sekcji Tomentosae 1 Ala-
tae. Na podstawie stworzonych dendrograméw, 18 genotypdw Nicotiana zostato
podzielonych na dwa klastry. Badania potwierdzity takze przynalezno$¢ N. sylvestris
do sekcji Alatae, co byto zgodne z klasyfikacja wedtug Goodspeed’a. Z wykorzysta-
niem techniki RAPD identyfikowano geny odpornos$ci na czarng zgnilizng korzeni
tytoniu (6) oraz geny odpornosci na Peronospora tabacina powodujacego maczniaka
rzekomego tytoniu (132). Markery wykorzystano takze w konstrukcji map gene-
tycznych (poniewaz RAPD dostarcza duzej liczby markerow) do projektowania na
ich podstawie markeréw SCAR specyficznych dla danego gatunku. Wadami techni-
ki RAPD jest generowanie dominujacych marker6w oraz jej duza wrazliwos$¢ na wa-
runki prowadzonej reakcji, dlatego wyniki uzyskane przez oddzielne grupy badaczy
mogg znaczaco roézni¢ si¢ od siebie. Innym ograniczeniem jest brak mozliwosci
rozroéznienia heterozygot od genotypéw homozygotycznych (7).

W celu ominigcia ograniczen zwigzanych z powtarzalnoscig techniki RAPD opra-
cowano metod¢ AFLP, czyli selektywng amplifikacje fragmentow restrykcyjnych
(ang. selective restriction fragment amplification). AFLP taczy w sobie metode RFLP
z reakcja PCR 1 polega na powieleniu specyficznych fragmentow restrykcyjnych.
W metodzie tej nie jest porownywana dtugos¢ fragmentow, ale obecnos¢ lub brak am-
plifikacji fragmentow DNA. Do wykrywania fragmentéw restrykcyjnych stosuje si¢
amplifikacje PCR, a nie hybrydyzacj¢ metoda Southerna, tak jak w RFLP. Technika
ta, podobnie jak RAPD, nie wymaga wczesniejszej charakterystyki sekwencji bada-
nego genomu i jest uzywana glownie do badan genomow roslin, bakterii 1 wirusow
(184). W pierwszym etapie do fragmentow DNA otrzymanych w wyniku trawienia
dwoma enzymami restrykcyjnymi przytaczaja si¢ krotkie adaptory. Nastepuje wstepna
selekcja fragmentéw w reakcji preamplifikacji ze starterami komplementarnymi do
adaptorow 1 miejsc restrykcyjnych, posiadajacymi na koncu 3’ nukleotyd selekcyjny.
Dzigki nukleotydom selekcyjnym dochodzi do ograniczenia liczby powielanych frag-
mentow. Wlasciwa selekcja fragmentow jest prowadzona ze starterami selekcyjnymi,
ktore posiadaja na koncu 3’ dwa lub trzy dodatkowe nukleotydy selekcyjne (184).
Liczba amplifikowanych fragmentéw moze by¢ modyfikowana poprzez uzycie prime-
row z wigksza lub mniejsza liczbg selektywnych nukleotydow, przez rodzaj nukleoty-
dow selektywnych, zawarto$¢ par GC oraz uzycie roznych enzymdw. Zalezy takze od
wielkosci 1 zZtozonosci genomu. Pomimo ze markery AFLP sg przewaznie dominujace,
metoda ta jest stosowana m.in. do identyfikacji odmian hodowlanych ros$lin, do tworze-
nia bardzo zageszczonych map u roslin wyzszych oraz do identyfikacji i roznicowania
populacji ro$lin i patogenow. Stosujac technike AFLP zbadano m.in. zr6znicowanie
genetyczne istniejace w rodzaju Nicotiana. Dzigki analizie 46 linii tytoni uzytkowych
oraz 7 dzikich gatunkéw z uzyciem 8 réznych kombinacji starteréw, zaobserwowano
wysoki stopien podobienstwa profili AFLP linii uzytkowych oraz znacznie wigksza
ilo§¢ polimorfizmow wsrdd gatunkéw dzikich. Wzajemne pordwnanie profili AFLP
dostarczyto dodatkowych informacji o pochodzeniu N. tabacum (158).
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Kolejnymi markerami sa markery STS (ang. sequence tagged sites), czyli
miejsca znaczone sekwencyjnie. Sg to markery w postaci krotkiego regionu DNA
o dhugosci 200-300 par zasad i sg okreslane przez sekwencj¢ specyficznych star-
ter6w umozliwiajacych ich amplifikacje. W przypadku generowania tych starterow
konieczna jest znajomo$¢ sekwencji badanego DNA, poniewaz startery sa projek-
towane na podstawie znajomosci sekwencji catego fragmentu DNA. Markery STS
majg zastosowanie gtownie do identyfikacji chromosomoéw i ich regionow, do kon-
strukcji map fizycznych, przeszukiwania klonéw biblioteki DNA. Funkcjonalny
marker STS amplifikuje jeden region genomu i produkuje jeden prazek na zelu ele-
ktroforetycznym (1).

Markery mikrosatelitarne, dzigki takim cechom jak: wysoki polimorfizm, roz-
poznawanie réznych alleli w jednym locus, dziedziczenie kodominujace, wysoka
odtwarzalno$¢, powszechnos¢ wystgpowania (takze w genomach chloroplastow i mito-
chondriéw), potozenie specyficzne wzgledem chromosomoéw oraz wysoka wydajnos¢
genotypowania z ich udziatem, staty si¢ popularnymi markerami uzywanymi w hodowli
molekularnej i badaniach genetycznych ro$lin (99). Do markeréw mikrosatelitarnych
naleza markery SSR — proste sekwencje powtarzalne (ang. simple sequence repeats),
STR - krétkie tandemowe powtorzenia (ang. short tandem repeats) lub SSLP — poli-
morfizm dhugosci prostych sekwencji (ang. simple sequence length polymorphism).
Markery te sktadaja si¢ z wielokrotnie powtdrzonych sekwencji kilku nukleotydow
(od 1 do 5), np. AT, AG, GACA, sa rozrzucone w duzej liczbie w genomach eukario-
tycznych i odznaczaja si¢ duzym polimorfizmem wewnatrzgatunkowym. Markery te
sa generowane z uzyciem pary specyficznych, specjalnie zaprojektowanych starterow
majacych zdolnos$¢ przytaczania sie do unikatowych sekwencji flankujacych mikro-
satelity. Aby zaprojektowac specyficzne startery nalezy wczesniej zidentyfikowac
sekwencje flankujace mikrosatelite przez sekwencjonowanie, dlatego markery te,
w przeciwienstwie do markeréw RAPD czy AFLP ,wymagaja wcze$niejszej znajo-
mosci sekwencji DNA. Markery SSR, podobnie jak markery RFLP, sa kodominujace
i pozwalaja na identyfikacje roznych alleli w jedym locus SSR. Poza tym, wystepuja
zarowno w regionach kodujacych, jak i niekodujacych oraz odznaczaja si¢ wysokim
stopniem polimorfizmu dlugo$ci, dlatego fatwo i w sposdb odtwarzalny moga by¢ iden-
tyfikowane w reakcji PCR. Dzigki tym cechom mozliwe jest uzyskiwanie jednakowych
wynikow przez rézne grupy badawcze (161). Markery SSR, podobnie jak IRAP czy
REMAP, wykorzystuje si¢ gtownie do badania réznorodnos$ci genetycznej i selekcji
genotypéw. Bindler i in. wroku2011 (23) na podstawie okoto 5 tysigcy wygene-
rowanych, nowych markeréw mikrosatelitarnych stworzyli takze mape genetyczna
tetraploidalnego tytoniu o wysokiej rozdzielczo$ci. Mapa ta pod wzgledem gestosci
markerow i rozdzielczosci jest porownywalna do map najlepiej scharakteryzowanych
genoméw rodzaju Solanaceae, czyli pomidora i ziemniaka. Oprocz jadrowych SSR
(nuSSR), wystepuja takze mitochondrialne (mtSSR) oraz chloroplastowe (cpSSR). Te
ostatnie zostaty odkryte po raz pierwszy u Nicotiana (186).
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Markery ISSR, czyli polimorfizm odcinkéw DNA pomigdzy mikrosatelitami
(ang. inter simple sequence repeat), umozliwiaja otrzymanie profili genotypow
roslin w postaci obrazu wielu prazkéw, tzw. fingerprinting DNA lub ,,odcisk
palca DNA”. Stosowany jest tylko jeden starter o dlugosci 17-18 nukleotydéw,
posiadajacy 1-2 nukleotydy selekcyjne na koncu 3°, dzieki ktérym moze przytaczy¢
si¢ w miejscu polaczenia mikrosatelity z unikatowym DNA (201). W badaniach poli-
morfizmu DNA, oprocz sekwencji mikrosatelitarnych, wykorzystywane sg tez inne
sekwencje wystepujace powszechnie i w duzej liczbie w genomach roslinnych, czyli
retrotranspozony. Sg to sekwencje powtdrzone, rozproszone w krotkich i dlugich
odstepach. Markery IRAP, czyli polimorfizm odcinkéw DNA pomigdzy retrotrans-
pozonami (ang. inter-retrotransposon amplified polymorphism), sa generowane
dzieki zastosowaniu specyficznego startera przytaczajacego si¢ do koncowych se-
kwencji LTR (ang. long terminal repeats, dtugie terminalne powtdrzenia). Nato-
miast markery REMAP, czyli polimorfizm odcinkow DNA pomig¢dzy retrotranspozo-
nem a mikrosatelita (ang. retrotransposon-microsatellite amplified polymorphism),
mozna identyfikowaé przy zastosowaniu pary starteréw: startera specyficznego do
sekwencji LTR oraz startera mikrosatelitarnego. W obu technikach polimorfizm jest
wykrywany poprzez obecno$¢ lub brak produktu reakcji PCR. Brak amplifikacji
wskazuje na nieobecno$¢ retrotranspozonu w danym locus (98). Markery ISSR,
IRAP, REMAP odznaczajace si¢ wyjatkowym polimorfizmem umozliwiajg tworze-
nie ztozonych profili DNA, dlatego czesto sg stosowane do badania zréznicowania
genetycznego miedzy odmianami czy liniami roslin. W pracach zwigzanych
z ulepszaniem genotypoéw tytoniu markery IRAP i ISSR zastosowaliYang 1 in.
w roku 2007 (194), badajac szczegdtowo réznorodnos¢ genetyczng i wzajemne kore-
lacje pomiegdzy 118 genotypami tytoniu, nalezacymi do gatunkéw dzikich, oriental-
nych i uprawnych. Przeprowadzone badania pokazaly niski poziom zréznicowania
genetycznego miedzy réznymi typami tytoni uprawnych, natomiast zdecydowanie
wyzszy migdzy gatunkami dzikimi. Pozwolily takze na poréwnanie pokrewienstwa
genetycznego pomiedzy réznymi typami tytoniu charakteryzujacymi si¢ odmien-
nymi cechami jakosciowymi waznymi dla przemystu.

Markery SSAP (ang. sequence specific amplified polymorphism, polimorfizm se-
kwencyjnie specyficznej amplifikacji) powstaja dzigki prostej modyfikacji techniki
AFLP. Roznicujg dlugos¢ odcinkdw pomiedzy miejscem integracji retrotranspozonu
zawierajacym sekwencje LTR, a miejscem restrykcyjnym. Wykorzystywane sa dwa
startery — AFLP oraz starter przylaczajacy si¢ do sekwencji LTR. Jest to technika
wykorzystywana gtéwnie do profilowania DNA (185).

Inne markery, ktéorych generowanie opiera si¢ na sekwencjach mikrosateli-
tarnych i retrotranspozonowych to, m.in.. MP-PCR (ang. microsatellite primed
PCR, amplifikacja z uzyciem starter6w mikrosatelitarnych), IMP (ang. inter-MITE
polymorphism, polimorfizm dlugosci odcinkéw pomiedzy sekwencjami MITE),
RAMP (ang. random amplified microsatellite polymorphism, polimorfizm losowo



106 Anna Depta, Magdalena Kawka, Karolina Kursa, Teresa Doroszewska

amplifikowanych mikrosatelitow), SAMPL (ang. selectively amplified microsatellite
polymorphic locus, selektywnie amplifikowany polimorficzny locus mikrosatelitar-
ny), ERAP (ang. exon-retrotransposon amplification polymorphism, polimorfizm na
odcinku egzon-transpozon).

Diagnostyka choréb i patogenéw roslin
Metody biologiczne i serologiczne

Ocena zdrowotnosci roslin opiera si¢ w pierwszym etapie na obecnosci lub braku
objawow chorobowych. Ze wzgledu na mnogo$¢ patogendow (wirusy, wiroidy, fito-
plazmy, bakterie, grzyby) oraz podobienstwo wielu symptomow chorobowych jest
to metoda mato precyzyjna.

Objawy chorobowe moga wystepowac na calej roslinie, to znaczy moga byc¢ sys-
temiczne lub mogg by¢ zlokalizowane w obrebie wybranych organow, tkanek, grup
komorek lub nawet pojedynczych komorek chorej rosliny. Powszechnie wyrdznia
si¢ nastepujace typy objawow chorobowych wystepujacych u roslin: wigdnigcia,
nekrozy, zgnilizny, zrakowacenia, zmiany zabarwienia, znieksztatcenia, narosla,
rany i wydzieliny (106).

W hodowli tytoniu duzo uwagi poswigca si¢ chorobom wirusowym ze wzgledu
na brak ochrony chemicznej. Dokonuje si¢ oceny odporno$ci, m.in. na wirusa Y
ziemniaka (Potato virus Y, PVY), wirusa bragzowej plamistosci pomidora (7omato
spotted wilt virus, TSWV) oraz wirusa mozaiki tytoniu (1Tobacco mosaic virus, TMV)
(rys. 10), zarbwno w warunkach polowych, jak i w §cistych do§wiadczeniach szklar-
niowych po sztucznej inokulacji (57, 82, 147). Obserwacje wykonuje si¢ w kilku
terminach, dokumentujac wszelkie zmiany na ro$linach. W przypadku wirusow
mozliwa jest sytuacja, gdy mimo braku objawdw wirus jest obecny w roSlinie.
Z tego wzgledu konieczne sg dodatkowe badania.

Najdawniej 1 najpowszechniej uzywang metodg wykrywania 1 identyfi-
kacji wirusow roslin jest test biologiczny. Polega on na wykorzystaniu ro§liny
wskaznikowej, o ktorej wiemy, ze jest podatna na danego patogena. Zaletg tej
metody jest jej prostota oraz czulo$¢. Wada natomiast — do$¢ dtugi czas ocze-
kiwania na wyniki (106). Laskowska i Berbe¢ w roku 2006 (111)
wykorzystali test biologiczny w ocenie odpornosci N. alata, N. sanderae oraz
mieszancow N. tabacum ‘TB-566’ tetra X N. alata. Gatunkiem wskaznikowym byta
N. glutinosa. Inokulacja sokiem z roslin wykazujacych reakcj¢ nadwrazliwo$éi po
zakazaniu TSWYV nie spowodowata u N. glutinosa zadnej reakcji chorobowej, co
$wiadczy o braku wirusa. Inokulacja sokiem z roslin majgcych chlorotyczne plamy
powodowata u N. glutinosa rowniez chlorotyczne zmiany na liSciach. Natomiast
porazenie systemiczne rosliny wskaznikowej wystapito, gdy uzyto soku z rosliny
z systemicznymi objawami.
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Rosliny wskaznikowe stosowane sg rowniez w celu odrdznienia blisko spokrewni-
onych wirusoéw. Do takich wiruséw naleza TMV i ToMV (ang. Tomato mosaic virus)
Sztuczna inokulacja gatunkdéw wskaznikowych pozwala na identyfikacj¢ wirusa ze
wzgledu na zroznicowane objawy. N. sylvestris oraz N. tabacum ‘White Burley’ re-
aguje na TMV systemicznym porazeniem, podczas gdy porazenie ToMV skutkuje
jedynie lokalnymi plamami nekrotycznymi (72, 85).

Rys. 10. Objawy chordb wirusowych (od lewej): Potato virus Y (PVY), Tomato spotted wilt virus
(TSWYV), Tobacco mosaic virus (TMV)

Zrodto: fot. T. Doroszewska, A. Depta, zasoby wlasne ZHiBR ITUNG-PIB.

Identyfikacji chorob bakteryjnych oraz grzybowych dokonuje si¢ gtownie za
pomocg mikroskopu. Przygotowanie preparatu polega na pobraniu fragmentu
zmienionej tkanki i obserwacji pod okreslonym powickszeniem. W przypadku grzy-
bow ocenia si¢ rodzaj grzybni oraz wystepowanie form przetrwalnikowych (rys. 11).

W celu jednoznacznej identyfikacji patogena wykonuje si¢ testy serologiczne.
Analityczne metody immunologiczne wykorzystuja specyficzng reakcje miedzy an-
tygenem a przeciwciatem. Jednym z najpowszechniej stosowanych testéw w bada-
niach, zar6wno naukowych, jak i diagnostycznych jest test ELISA (41, 114).

Wzmianki o nowych metodach immunoenzymatycznych: tescie ELISA (Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay) oraz tescie EIA (Enzyme Immunoassay) pojawily sie
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w latach 60. XX wieku. Zostaty odkryte przez dwie niezalezne grupy badawcze: Pe-
tera Perlmanna i Eva Engvall z Uniwersytetu w Sztokholmie oraz Antona Schuursa
i Baukea van Weemen z Holandii, a ich rozwoj nastapit w latach 70. i 80. (160).
Mimo, iz techniki réznily si¢ od siebie metodyka wykonania, w obu wykorzysta-
no enzymy do wykrywania reakcji antygendéw ze swoistymi przeciwciatami. Test
ELISA stanowil obiecujaca alternatywe dla stosowanych powszechnie testow ra-
dioimmunologicznych (Radioimmunoassay — RIA), bazujacych na szkodliwym dla
zdrowia, radioaktywnym znakowaniu (113). Poczatkowo test ELISA byt stosowany
do wykrywania przeciwciat w surowicy, jednak za jego pomoca mozna analizowac
takze ilo$¢ antygendw w danej probce. W wielu publikacjach mozna odnalez¢ in-
formacje dotyczace uzycia tego testu w réznych dziedzinach badan, réznigce si¢
jedynie metoda wykonania lub wprowadzeniem niewielkich modyfikacji (68).
Pierwsza zastosowang technika bylo oplaszczenie antygenu lub przeciwciala na
fazie stalej/immunosorbencie. Nastgpnie pojawily si¢ plytki mikrotrialne. Ten test
sprawdzat si¢ przy identyfikacji wirusa HIV u kobiet w ciagzy, czy tez w wykrywaniu
chordb zwierzecych (69). Prosty, czuty 1 wszechstronny, stat si¢ podstawowym i fun-
damentalnym narzedziem w przemysle farmaceutycznym oraz znalazt zastosowanie

'- '3 ! L
Rys. 11. Choroby grzybowe tytoniu (od lewe;j):
zarodniki Alternaria, zarodniki Fusarium, chlamydospory Thielaviopsis basicola

Zrodto: D. Czarnecka, M. Kawka, zasoby wlasne ZHiBR IUNG-PIB.
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w przemysle spozywczym, rolnictwie, oraz w réznych testach klinicznych (45, 67,
69, 160). Wykorzystywany jest takze do wykrywania specyficznych biatek, np. Cry
u organizmo6w modyfikowanych genetycznie (117).

Testy ELISA standardowo wykonywane sg na polistyrenowych lub pleksigla-
sowych, 96-dotkowych ptytkach. Plytke oplaszcza si¢ odpowiednim antygenem
lub przeciwcialem. W celu unikniecia nieselektywnego wigzania si¢ bialek do
fazy statej podczas nastgpnych etapow testu, wolne miejsca czgsto blokuje si¢ za
pomocg buforu blokujacego. Laczenie si¢ antygenu ze specyficznym przeciwciatlem
uwidacznia reakcja barwna, powstajaca dzieki enzymom przeksztatcajacym odpo-
wiedni substrat. W tescie stosowane sg przeciwciata poliklonalne lub monoklonalne.
Najczesciej stosowane enzymy to fosfataza alkaliczna, ktora przeksztalca bezbar-
wny fosforan p-nitrofenolu w zo6tty p-nitrofenol oraz peroksydaza chrzanowa, ktora
daje niebieskie zabarwienie w obecnosci tetrametylobenzydyny (45). Zmiana barwy
roztworu mierzona jest spektrofotometrycznie.

Heterogenng immunoanalize, jaka jest test ELISA, mozemy podzieli¢ na:
1. bezposrednia,

posrednia,

Double Antibody Sandwich (DAS-ELISA),

Triple Antibody Sandwich (TAS-ELISA),

kompetencyjna (konkurencyjnag).

PIE NN

Bezposredni test ELISA jest najprostszym ze wszystkich rodzajow tego testu.
Pierwszym etapem jest zwigzanie (optaszczenie) antygenu na ptytce. Po okresie inku-
bacji nastepuje ptukanie w celu usuniecia niezwigzanych antygenow i zablokowanie
miejsc nie zajetych przez antygen. Kolejnym etapem jest dodanie znakowanego
enzymem przeciwciala specyficznego dla antygenu i inkubacja w celu polaczenia
antygenu z przeciwcialem. Ponownie plukanie w celu usunigcia niezwigzanych
przeciwciat. Antygen potaczony ze znakowanym przeciwcialem, po dodaniu sub-
stratu odpowiedniego dla enzymu, powoduje reakcje barwna, a intensywno$¢ koloru
$wiadczy o ilosci badanego biatka w probie.

Posredni test ELISA stosowany jest do wykrycia obecnosci przeciwciala. Podobnie
jak w metodzie bezposredniej antygen jest optaszczony, ale nastepnie dodawane jest
swoiste przeciwciato, ktore wiaze si¢ podczas inkubacji z antygenem. Dopiero anty-
przeciwciato znakowane enzymem, po dodaniu substratu, przeksztatca si¢ w barwny
produkt (45). Zaleta metody posredniej jest to, ze nie trzeba znakowac przeciwciat
specyficznych wzgledem antygenu przeciwcial. Pozwala to na uzycie réznych
przeciwciat pierwotnych, bez potrzeby dodatkowych manipulacji zwiazanych z ich
znakowaniem, po czym przeciwciala te moga zosta¢ wykryte za pomoca zawsze
takich samych przeciwciat znakowanych

Kolejnym rodzajem jest test kanapkowy ELISA (Double Antibody Sandwich-
ELISA, DAS-ELISA), gdzie w pierwszym etapie swoiste przeciwciata sg oplaszczane
w studzienkach ptytki. Niezwigzane przeciwciata sa usuwane podczas ptukania.
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Nastepnie dodawany jest antygen, ktory reaguje z przeciwciatami. Po inkubacji
i ptukaniu dodawane jest drugie przeciwciato znakowane enzymem, ktore wigze
si¢ z unieruchomionym antygenem. Po dodaniu odpowiedniego substratu uzyskuje
si¢ reakcje barwna. Szybko$¢ tworzenia barwnego produktu jest proporcjonalna do
iloci antygenu (21). W metodzie TAS-ELISA (ang. Triple Antibody Sandwich-ELI-
SA) mamy dodatkowe antyprzeciwciato potgczone z enzymem (45, 130).

Test kompetencyjny stosowany jest do wykrywania i oznaczania ilo$ciowego an-
tygenow i przeciwciat, ktore s dostgpne w formie oczyszczonej lub wysoce oczysz-
czonej. Moze by¢ przeprowadzany w dwoch wariantach: jako test ,,z wylapywaniem
antygenu” lub ,,z wylapywaniem przeciwciala”. W tescie tym wykorzystuje si¢
mieszanke znakowanego antygenu lub przeciwciata, ktore sa dodawane do materiatu
badanego. Aby dokona¢ pomiaru stezenia przeciwciat, faze stala optaszcza si¢ odpo-
wiednim antygenem. Nastgpnie na fazg staly dziatamy mieszankg badanej suro-
wicy 1 specyficznego wzgledem danego antygenu przeciwciala monoklonalnego
wyznakowanego enzymem. Wowczas nastepuje wspotzawodnictwo pomiedzy
przeciwciatami w surowicy a przeciwciatami wyznakowanymi. Nieznakowane
przeciwciata, obecne w surowicy, beda obnizaty proporcjonalnie ilo$¢ znakowanych
przeciwciat wigzanych przez antygeny polaczone z faza stala.

Poza wymienionymi rodzajami testu ELISA istnieje jeszcze wiele modyfikacji tej
metody, jednakze zasada dziatania jest podobna.

Test ELISA jest obecnie stosowany na szeroka skalg, umozliwiajac wykry-
wanie i identyfikacje wirusow wielu gatunkéw ro$lin, w tym tytoniu. Jedng
z gtownych chorob wirusowych u tytoniu, powodujaca brunatng nekroz¢ nerwow
lisci, jest wirus Y ziemniaka (PVY). Brunatna nekroza nerwow lisci tytoniu jest
chorobg o duzym znaczeniu gospodarczym. Pojawianie si¢ nowych izolatow wiru-
sa, zdolnych do przetamywania odpornosci tytoniu, sktania do poszukiwania zrodet
odpornosci posrod dzikich gatunkéw rodzaju Nicotiana. W IUNG-PIB w Putawach
do badan uzyto szesciu izolatow nalezacych do trzech grup: PVYM, PVY™
i PVYN™N r6znigeych si¢ charakterystyka serologiczng i zdolnos$cia przetamywania
réznych zrodel odpornosci. Rosliny zakazano metoda inokulacji w warunkach
szklarniowych. Prowadzono systematyczne obserwacje objawow chorobowych
oraz wykonano testy DAS-ELISA, z uzyciem dwoch rodzajow przeciwciat (PVY,
PVYY). Badane gatunki ulegly porazeniu w réznym stopniu, w zaleznosci od
uzytego izolatu, wykazujac zréoznicowane objawy chorobowe i ich nasilenie oraz
zréznicowane wartosci testu ELISA (57). Wirus Y ziemniaka (PVY) jest rowniez
jednym z najgrozniejszych wirusow wystepujacych w uprawach ziemniaka. Moze
poraza¢ takze uprawy pomidora, papryki, baktazana. Objawy na ziemniaku moga
obejmowac np. mozaike widoczng na liSciach, drobne lub duze nekrotyczne plamy
na liSciach, nekrotyczne smugi wzdtuz ogonkow liSciowych, czy zamieranie catych
ro$lin. Izolaty PVY zgromadzone w kolekcji [HAR-PIB w Mtochowie zostaly prze-
badane testem DAS-ELISA. W prowadzonych do$wiadczeniach wykorzystano
tyton (V. tabacum) odmiang ‘Samsun’; pomidora (Solanum lycopersicum) odmiany:
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‘Rutgers’, ‘Malinowy Ozarowski’, typ Bawole Serce; papryke (Capsicum annuum)
odmiany: ‘Alexander’ i ‘Rokita’ jako indykatory. Ro$liny zakazano wirusem metoda
sztucznej inokulacji. Ros$liny badano serologicznie oraz obserwowano objawy.
Rosliny wykorzystywane byly takze do namnazania izolatéw do dalszych badan
Do wykrywania izolatow uzyto surowice typu PVY wykrywajaca wszystkie izo-
laty wirusa Y ziemniaka. Do réznicowania izolatow wykorzystano dwie surowice
monoklonalne, pierwsza typu PVY ¢ wykrywajaca izolaty o genie ptaszcza typu
PVY® lub PVY€ oraz typu PVY N wykrywajaca izolaty o genie ptaszcza typu PVYN
lub PVY™ (83).

Duze zagrozenie dla upraw tytoniu, jak rowniez innych gatunkoéw z rodziny
Solanaceae, stanowi wirus bragzowej plamistosci pomidora (TSWYV) oraz wirus mo-
zaiki tytoniu (TMV). Zastosowanie metod serologicznych pozwala z jednej strony
wskaza¢ rosliny podatne (150), jak réwniez poszukiwa¢ nowych Zrodet odpornosci.
W tym celu dokonano sztucznej inokulacji dzikich gatunkéw Nicotiana zgroma-
dzonych w kolekcji [IUNG-PIB, a nast¢pnie poszukiwano gatunkoéw nie wykazujacych
objawow i wolnych od wirusa, ktore moglyby postuzy¢é w hodowli odpornosciowej
(dane niepublikowane).

N. tabacum stuzy réwniez jako roslina kontrolna przy wykrywaniu wiruséw
w innych gatunkach roslin. Gatunek ten stanowit rosling wskaznikowa zastosowang
do wykrywania wirusa mozaiki ogorka (ang. Cucumber moscaic virus, CMV)
u pelargonii metoda DAS-ELISA. Wyniki testu wykazaly pozytywne reakcje na
przeciwciata CMV, zarowno u pelargonii, jak i tytoniu (162). Zastosowana metoda
DAS-ELISA wykonana zostala z wykorzystaniem poliklonalnego przeciwciata dla
nepowirusOw ToRSV (ang. Tomato ringspot virus), TRSV (ang. Tobacco ringspot
virus ) 1 AtMV ( ang. Arabis mosaic virus) w celu wykrycia ich u roslin ozdobnych
(80). V. tabaccum L. ‘Samsun’ postuzyta jako roslina wskaznikowa w wykrywaniu
wirusa TMV infekujacego fiotka afrykanskiego (Saintpaulia ionantha). Uzyto ko-
niungatu IgG (anti-TMV) znakowanego peroksydaza. Reakcje uwidoczniono przy
zastosowaniu substratu o-fenylodiaminy (OPD) (171). Natomiast test ACP-ELISA
z uzyciem poliklonalych przeciwciat wykorzystano do wykrycia wirusa AMV (ang.
Alfalfa mosaic virus) u ro$lin pastewnych. Kontrole pozytywna stanowity ro$liny
N. glutinosa oraz N. tabaccum ‘Samsun’ NN i1 N. tabacum ‘White Burley’, gdzie
w przypadku tytoniu szlachetnego poziom adsorbancji byt wysoki dla wszystkich
izolatow wirusa AMV (131).

Testy ELISA, szeroko rozpowszechnione, niekiedy sg niewystarczajace i wow-
czas s3 wspomagane lub zastepowane przez metody molekularne. Wigze si¢ to
z mozliwo$cig wystgpienia reakcji krzyzowej migdzy blisko spokrewnionymi
wirusami, co uniemozliwia jednoznaczng identyfikacj¢ patogena metodami serolo-
gicznymi. Ponadto markery molekularne sg znacznie czulsza metoda wykrywania
wirusoéw niz testy ELISA (137).
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Metody molekularne — markery odpornosci

Tworzenie nowych odmian tytoniu o ulepszonym genotypie wymaga monitoro-
wania odpornosci na czynniki infekcyjne. Metody biologiczne, czyli obserwacja
zewnetrznych objawdw choroby, czy metody serologiczne nie zawsze pozwalaja
na prawidtowa diagnozg, dlatego w takich przypadkach najskuteczniejsze i nieza-
wodne okazuja si¢ metody biologii molekularnej. Uzyskiwanie nowych, odpornych od-
mian tytoniu metodami klasycznej hodowli moze by¢ znacznie przyspieszone dzieki
nowoczesnym metodom biologii molekularnej, m.in. poprzez poszukiwanie mar-
kerow odpornos$ci na choroby. W czgéci ,,Markery molekularne ro$lin i patogenow”
zostaly wymienione i szczegdtowo scharakteryzowane najwazniejsze grupy mar-
kerow, natomiast tutaj beda omoéwione markery zwigzane z odporno$cig na choroby.

Markery molekularne roslin, $cisle powigzane z genami odpornosci, pozwalaja
na szybkie i precyzyjne okreslenie wystepowania genetycznych podstaw odpornosci
w roslinie 1 wykluczenie ze wstepnych badan osobnikow, ktore takich czynnikow
nie posiadaja. Proces poszukiwania markerow molekularnych sprzezonych z ge-
nami, np. odpornosci na dang chorobe lub z QTL (ang. quantitative trait loci, loci
cech ilosciowych) warunkujgcymi inne cechy, jest bardzo czasochlonny i wymaga
zarowno wiedzy z zakresu biologii molekularnej, genetyki jak i bioinformatyki.
Jedng ze strategii jest wykrywanie markera z wykorzystaniem map genetycznych
i analiza potomstwa powstalego z krzyzowan linii homozygotycznych o réznych
warto$ciach danej cechy. W tym celu wyprowadzane sa tzw. linie blisko izo-
geniczne, rdéznigce si¢ jedynie allelami w locus danej cechy lub, co jest czgsciej prak-
tykowane i szybsze, prowadzona jest analiza zbiorczych prob segregantow (BSA,
ang. bulk segregant analysis). Analiza BSA opiera si¢ na otrzymaniu mieszanca
F, z krzyzowania linii, ktore r6znig si¢ pod wzglgdem danej cechy, a nastgpnie
wytypowaniu dwoch grup skrajnych po 20 osobnikéw. Nastgpnie prowadzona jest
analiza DNA i typowanie markeréw identyfikujacych réznice miedzy DNA segre-
gantow. Skrajne fenotypy posiadajg przeciwstawne allele w locus warunkujacym
dang cechg¢ oraz w loci silnie z nim sprz¢zonymi, oraz te same allele w pozostatych
loci. Do innych wykorzystywanych strategii nalezy mapowanie asocjacyjne (ang.
association mapping), poszukiwanie genu kandydujacego (GC) lub bezposrednie
badanie sekwencji dzigki wykorzystaniu automatycznego sekwencjonowania DNA.
W poszukiwaniu markerow zwigzanych z odpornoscig na rézne choroby, ale tez
z innymi waznymi cechami uzytkowymi, powszechnie wykorzystywane sg tech-
niki takie jak: AFLP, RAPD, RFLP, SSR czy SSAP. Do tej pory odnaleziono wiele
markerow odporno$ci gltdwnie opierajac si¢ na technice RAPD, np. zwigzanych
z czynnikiem odpornosci na czarng zgnilizng korzeni (6), z dominujagcym ge-
nem ,,Ph” niosagcym odpornos¢ na czarng zgnilizng podstawy todygi (96), czy z ge-
nem ,,Va” warunkujacym czg¢sciowa odpornos¢ na nekrotyczny szczep wirusa PVY.
W ostatnim przypadku zamplifikowano dziesig¢ markeréw polimorficznych
pomiedzy podatng linig BY4, a odporng linig F__, za pomoca pojedynczych i pod-

55?
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wojnych starterow uzytych w 3500 roznych kombinacji. Markery te okazaty sig¢
by¢ silnie sprzezone z locus genu warunkujacego odpornos¢ na PVY i dzigki temu
pozwolity na szybsza selekcje roslin odpornych (142). Technike AFLP zastosowano
natomiast do poszukiwania genéw odpornosci na bakteri¢ Ralstonia solanacearum
E.F. Smith, atakujaca m.in. tyton. Uzyskano 117 markeréw AFLP polimorficz-
nych miedzy odporng linig W6, a odmiang podatng, uzywajac 3072 réznych kom-
binacji starteréw. Markery te nastepnie byly analizowane w liniach podwojonych
haploidow powstatych z mieszancéw osobnikdéw podatnych i odpornych, a na ich
podstawie sporzadzono mapy wzajemnych sprzgzen. Ostatecznie zidentyfikowano
15 markeréw zwigzanych z odpornoscig na chorobe (141). Ton g i in. w roku
2012 (178) poszukiwali QTL (loci cech ilosciowych) zwigzanych z odporno$cia na
chorobe grzybowa — brunatng suchag plamistos$¢ lisci tytoniu, wywotywang przez
Alternaria alternata. W tym celu otrzymali mieszance F, z krzyzowania linii, ktore
r6znig si¢ dang cecha, w tym wypadku podatnoscia na alternariozg, a nastepnie skon-
struowali mapy genetyczne na podstawie markerow SSR. Rezultatem badan byto
zmapowanie 3 QTL zwigzanych z odpornoscia.

Markery AFLP, RAPD, RFLP, SSR czy SSAP zwykle jednak nie sprawdzajg si¢
w badaniach selekcyjnych prowadzonych na szeroka skale, w ktérych liczy si¢ pro-
stota, szybko$¢ i niski koszt. W badaniach selekcyjnych techniki takie jak RAPD
czy AFLP stuza do wytypowania charakterystycznych fragmentow DNA, ktore
sa amplifikowane z najwigksza czgstotliwoscia, a nastgpnie na ich podstawie pro-
jektowane sa specyficzne startery. Zwykle markery RFLP zamieniane sg3 w mar-
kery STS, a markery RAPD, AFLP, SSAP w markery SCAR lub CAPS. Markery
SCAR, czyli sekwencyjnie charakteryzowany amplifikowany region (ang. sequence
characterized amplified region, SCAR), odznaczaja si¢ wysoka specyficznoscia,
dobra powtarzalno$cia 1 pozwalaja wiarygodnie wykrywaé polimorfizmy
w badanym /ocus. W przeciwienstwie do markerow RAPD czy AFLP, ktore mogg
by¢ niestabilne i wystgpowac ze zbyt niska czgstotliwoscia jesli badania dotycza
wigkszego materiatu hodowlanego, markery SCAR idealnie nadajg si¢ do hodowli
odpornosciowej 1 prowadzania prac selekcyjnych. Przewaga markerow SCAR
nad markerami RAPD wynika z tego, ze sa one kodominujace, wykrywaja poje-
dyncze locus, sg identyfikowane w Zelu jako wyrazne prazki, s3 mniej wrazliwe
na warunki reakcji oraz odznaczajg si¢ wickszg powtarzalnos$cig. Markery RAPD
i AFLP mozna zamieni¢ w marker SCAR przez wycigcie prazka z zelu, oczysz-
czenie DNA, wklonowanie w odpowiedni wektor, a nastgpnie zsekwencjonowanie
i zaprojektowanie specyficznych starteroéw. Markery RAPD latwo zamieni¢
w markery SCAR, poniewaz fragmenty DNA sg wielkosci od 500 do 1500 bp (8),
natomiast markery AFLP, ktére sg wielkosci 150-300 bp, nalezy izolowaé razem
z regionami flankujacymi (164). Specyficzne markery SCAR na podstawie mar-
kerow AFLP, opracowano m.in. dla genéw odporno$ci na maczniaka rzekomego
tytoniu (wywotywany przez Peronospora tabacina), czarng zgnilizng korzeni
(wywotywany przez Thielaviopsis basicola) 1 brunatng nekrozg nerwow lisci
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(wywotywany przez PVY). Markery AFLP generowano z wykorzystaniem 92 geno-
typdw N. tabacum L. nalezacych do roznych typdéw tytoniu. Stosujac 11 kombinacji
starterow otrzymano 33 polimorficzne fragmenty, ktore postuzyty do skonstruowania
dendrogramow. Po ich analizie wyloniono 7 fragmentow DNA zwigzanych
z trzema roznymi odporno$ciami: dwa fragmenty zwigzane z odporno$cig na
maczniaka rzekomego tytoniu pochodzaca od N. debneyi Domin, dwa z genem Va
z odpornoscig na PVY oraz trzy fragmenty powiazane z odporno$cig na czarng
zgnilizne korzeni pochodzaca od N. debneyi (97). Moon i Nicholson
w roku 2007 (136) opracowali 3 markery AFLP SCAR stuzace do szybkiej i wiary-
godnej selekcji genotypow tytoniu niosacych gen odpornosci na brgzowa plamistosé
pomidora (TSWV), pochodzacy od odmiany ‘Polalta’. Podatng na TSWV odmiane
‘K326’ skrzyzowali z odporng odmiang ‘Polalta’, a nastepnie, postugujac si¢ technika
AFLP oraz analiza zbiorczych prob segregantow, wytonili markery sprzezone z ge-
nem odpornosci. Przyktadem wykorzystania tych markeréw sg prace hodowlane
nad uzyskaniem haploidalnych genotypow tytoniu, taczacych w sobie odpornos¢ na
Thielaviopsis basicola 1 Tomato spotted wilt virus (TSWV). Markery umozliwiaja
szybki screening roslin odpornych (182) (rys. 12).

: - - - —

Rys. 12. Analiza produktéow amplifikacji metoda PCR markerow AFLP SCAR
zwiazanych z genem odpornosci na TSWV u tytoniu w zelu agarozowym.

Zrodto: fot. K. Kursa, zasoby whasne ZHiBR TUNG-PIB.

Markery CAPS (ang. cleaved amplified polymorphic sequences) to trawione am-
plifikowane sekwencje polimorficzne. Na poczatku amplifikuje sie sekwencje DNA,
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ktére wezesniej zostaty zmapowane i1 zsekwencjonowane przy uzyciu starteréw o uni-
katowych sekwencjach i w ten sposob uzyskuje si¢ markery STS. Pary starteréw sa
zazwyczaj tak dobierane, aby produkty PCR zawieraty introny, poniewaz to zwigksza
szanse na znalezienie polimorfizmu. Nastgpnie uzyskane produkty PCR poddawa-
ne s3 trawieniu enzymami restrykcyjnymi i uzyskuje si¢ wzory prazkdéw. Inna nazwa
tej metody to PCR-RFLP (105). Dzicki tym markerom mozliwe jest ominig¢cie etapu
blottingu DNA i hybrydyzacji przy uzyciu sond molekularnych, ktore wystepuja
w technice RFLP (104). Markery CAPS sg kodominujace, specyficzne wzgledem danego
locus 1 pozwalaja na rozroznienie roslin homozygotycznych od heterozygotycznych dla
danej pary alleli (105). Przeksztatcenie markera RFLP w marker STS polega na zsekwen-
cjonowaniu fragmentu RFLP i zaprojektowaniu pary specyficznych starterow. Kiedy po
rozdziale w Zelu, brak jest wyraznego zréznicowania dtugosci fragmentéw DNA uzys-
kanych w reakcji PCR, mozna konwertowa¢ marker STS w marker CAPS przez trawie-
nie enzymami restrykcyjnymi.

Metody analityczne — klucz do rozwoju produkcji rolniczej

Istotng cecha okreslajaca jakos¢ tytoniu jest sktad chemiczny jego lisci. Odmien-
na zawarto$¢ zwiagzkdéw chemicznych w surowcu powoduje, ze ma on zréznicowane
przeznaczenie uzytkowe. Podobnie jak smak czy aromat, bogaty sktad zwigzkow
w liSciach zalezy w duzej mierze od odmiany tytoniu oraz sposobu jego uprawy —
siedliska, przebiegu pogody, sposobu zbierania, suszenia i preparowania lisci (156).
Na zmiany zawarto$ci poszczeg6élnych substancji chemicznych w surowcu maja
takze wplyw infekcje roslin powodowane przez patogeny (bakterie, grzyby, wirusy).
Przekierowujg one metabolizm komoérkowy, co bezposrednio modyfikuje sktad sur-
owca, powodujac powstawanie niepozadanych zwigzkow (183). Najwickszy problem
stanowig wirusy, poniewaz chemiczne ich zwalczanie jest nieskuteczne. Jedyne spo-
soby walki z nimi to usuwanie wektoréw i stosowanie odmian odpornych (58).

Najwazniejszymi zwigzkami chemicznymi tytoniu sg alkaloidy. Jest to grupa
zwigzkow wystepujaca gtdéwnie w roslinach w postaci soli kwasdéw organicznych.
W swojej budowie zawierajg uktad cykliczny z co najmniej jednym atomem azotu.
Wykazujg wlasciwosci zasadowe 1 majg silne dziatanie fizjologiczne na organizmy
ludzkie 1 zwierzgce. W ich budowie chemicznej mozemy wyr6znic:

X—
pierécien pirydynowy (wszystkie alkaloidy tytoniu) | _
N
pierécien piperydynowy (anabazyna, anatabina) O
N

pierscien pirolidynowy (nikotyna, nornikotyna, miozmina) [ ]
N
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Pierscien pirydynowy pochodzi z kwasu nikotynowego, dlatego wszystkie alkaloidy
tytoniu mozemy zaliczy¢ do pochodnych tego kwasu (50). Geneza pier$cienia dru-
giego — piperydynowego, pozwala nam zaliczy¢ je do pochodnych lizyny, badz or-
nityny, poniewaz pier§cien ten powstaje w wyniku cyklizacji i dekarboksylacji tych
zwigzkow. Natomiast pierscien trzeci — pirolidynowy powstaje w podobny sposob,
ale z ornityny, proliny lub kwasu glutaminowego (143).

Najwazniejszym alkaloidem tytoniu jest nikotyna. Produkowana jest ona przede
wszystkim w korzeniach i wraz ze wzrostem rosliny transportowana ksylemem
do pozostatych jej czgsci. Alkaloid ten nalezy do silnych neurotrucizn. Dawka
$miertelna nikotyny zawiera si¢ w granicach 40-60 mg (91). Jest odpowiedzialna za
uzaleznienie od produktow tytoniowych, ale takze coraz czg$ciej wykorzystywana
jako substancja wspierajaca walke z roznymi chorobami (nocny bezdech, zespot
Touretta i zaburzenia koncentracji) (11). W matych dawkach pobudza uktad ner-
wowy, podwyzsza cis$nienie tetnicze, a w wigkszych zaburza oddech i prace serca.
Dodatkowo wykazuje wlasciwo$ci napotne, moczopedne, wymiotne i wykrztusne
(135). Indianie stosowali ja jako $rodek leczniczy o dzialaniu przeciwbolowym,
przeciwrobaczym, rozkurczajacym, tagodzacym ukaszenia owadow i wezy (134).

Absorpcja nikotyny zmienia si¢ wraz ze zmiang pH wchlanianego przez palacza
dymu tytoniowego — przy pH=5,84 zostaje pochtonigty jedynie 1% nikotyny, nato-
miast w pH=7,99 nastepuje wzrost wartosci absorpcji tego alkaloidu do 59% (102).
O odczynie dymu decyduje migedzy innymi zawartos¢ cukrow w lisciach, na co z kolei
ma wplyw proces suszenia surowca. Im wolniej sg suszone liScie tytoniu, tym wicksza
w nich strata cukrow, i tym bardziej alkaliczny jest odczyn dymu. Zwigkszanie absor-
pcji nikotyny przez organizm cztowieka, pojawia si¢ takze, podczas konsumowania
produktow tytoniowych wraz z napojami alkoholowymi (102).

Oprocz nikotyny, tyton zawiera takze takie alkaloidy jak: nornikotyna, anabazyna,
anatabina, miozmina, tzw. alkaloidy wtorne (rys. 13).

H N
\\ AN | N =
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NIKOTYNA NORNIKOTYNA  ANABAZYNA ANATABINA MIOZMINA

Rys. 13. Budowa wybranych alkaloidow

Ich stezenie nie jest juz tak wysokie, jak stezenie nikotyny. Ilos¢ nornikotyny waha si¢
w granicach 3-5% catkowitej zawarto$ci alkaloidéw tytoniowych, podczas gdy niko-
tyna stanowi ich 90% (34). Gléwne badania chemiczne skierowane sg gtownie na
okreslenie zawartosci nikotyny i nornikotyny w materiale ro§linnym. Dzieje si¢ tak,
poniewaz wigksza zawarto$¢ nikotyny powoduje wzrost jakosci tytoniu, natomiast
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duze stezenie nornikotyny — obniza te¢ jako$¢. Warto wspomnie€, ze procentowe
zawartos$ci alkaloidow, moga znacznie si¢ r6zni¢ migdzy poszczegdlnymi gatunkami

(tab. 3):

* N. rustica L. moze zawiera¢ 5-8 razy wigcej nikotyny niz N. tabacum (102);

* N. glauca zawiera duzo wigksze stezenie anabazyny niz nikotyny, inaczej niz
pozostate odmiany Nicotiana (188);

» ciemny tyton Burley moze zawiera¢ nawet 10 razy mniej nikotyny niz inne
odmiany N. tabacum (36).

Tabela 3
Zawarto$ci poszczeg6lnych alkaloidow w réznych gatunkach i odmianach tytoniu
Stezenie alkaloidow
NIKOTYNA|NORNIKOTYNA | ANABAZYNA | ANATABINA NORNIKOTYNA/
Nazwa o NIKOTYNA
[70] [ppm] [ppm] [ppm] 0
[%]
Nicotiana
occidentalis <0,02 210 84 67 94
Nicotiana
glauca <0,02 140 4800 130 65
Nicotiana
rustica 0,42 180 54 140 4,2
Nicotiana
maritima <0,02 220 84 86 100
Nicotiana
gossei 0,29 5600 52 250 200
‘PBD6’ 0,37 99 <20 140 2,7
VTA 0,098 <50 <20 <50 -
‘VAM’ 0,123 <50 <20 <50 -
‘VRG2’ 0,29 80 <20 120 2,8
‘VRG5’ 2,3 1400 160 1600 6,2
‘TN86’ 0,191 70 <20 77 3,6
‘Wislica’ 0,35 140 <20 220 4

Zrodto: Kursa, wyniki nicopublikowane.

Niestety, wysoka zawarto$¢ alkaloidow wtdrnych powoduje znaczna redukcje
cukréw w surowcu. Dodatkowa wada takich roslin jest to, Zze w czasie zbioru wykazuja
nizszg zawarto$¢ chlorofilu w lisciach. Cecha ta objawia si¢ intensywnym, zottym
zabarwieniem, co niekorzystnie wplywa na walory wizualne surowca (36).

Rosliny, ktore gromadzg nikotyne jako ich elementarny alkaloid nazywane sa
Lhiekonwerterami” (nonconverters), natomiast te, ktdre znaczng czg¢$¢ tego al-
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kaloidu przeksztalcaja w nornikotyne, to ,.konwertery” (converters). Proces for-
mowania (konwersji) nornikotyny z nikotyny, polega na oksydacyjnej N-demetylacji
i katalizowany jest przez gen — CYPS82E4, ktory ulokowany jest w starzejacych sie
lisciach. Jego budowa molekularna nie jest jeszcze jednoznacznie poznana, ale
wiadomo, ze jest to nietrwaty, zmienny /ocus pochodzacy z N. tomentosiformis.
Prawdopodobienstwo, ze to witasnie ten gen jest odpowiedzialny za proces kon-
wersji, naukowcy tlumacza silng korelacjg pomiedzy aktywno$cia genu CYPS2E4,
a zawarto$cia nornikotyny. Aktywno$¢ ta jest szczegdlnie wzmozona w trakcie
procesu starzenia si¢ lisci. W tym samym czasie znacznie wzrasta stezenie wyzej
wymienionego alkaloidu wtornego. Z tego tez powodu uwaza sie, ze CYP82E4
odgrywa kluczowa rol¢ w procesie przemiany nikotyny w nornikotyne u tytoniu.
W zielonych czesciach roslin nornikotyna wystepuje w niewielkiej ilosci, a jej
obecnos¢ najprawdopodobniej warunkowana jest aktywnoscia genu CYPS2E5v2,
ktory jest odpowiednikiem CYPS2E4 (34).

Sktad chemiczny tytoniu mozna bada¢ miedzy innymi, przy pomocy chromato-
grafii gazowej sprzgzonej ze spektrometria mas (GC-MS) (49). Jest to jedna z naj-
bardziej rozpowszechnionych metod instrumentalnych w chemii analitycznej. Przy
jej pomocy mozna analizowaé substancje majace w warunkach analizy postac
gazow. GC polega na separowaniu analizowanych zwigzkéw chemicznych na ko-
lumnie chromatograficznej. Rozdzielenie tych sktadnikow jest wynikiem réznego ich
podzialu miedzy faze ruchoma (gaz nos$ny) i nieruchoma (wypehienie kolumny) uktadu
chromatograficznego. R6zny rozdzial sktadnikéw mieszaniny pomigdzy obie fazy, po-
woduje zroznicowanie predkosci migracji, a w konsekwencji separacje sktadnikéw. Po
rozdzieleniu mieszaniny na kolumnie chromatograficznej, poszczegolne czasteczki sa
jonizowane w spektrometrze mas. Tam rozpadajg si¢ na charakterystyczne fragmenty,
ktoére majg wiasciwy dla nich stosunek masy do fadunku (m/z) i s3 separowane w polu
magnetycznym. Zebrane widma masowe porownywane sa najczesciej ze znanymi wid-
mami masowymi znajdujacymi si¢ w bibliotece.

Analiza materialu metoda GC-MS, pozwala zatem okresli¢ jako$¢ zawartych
w surowcu zwiagzkow. Podstawa tej oceny jest sprawdzenie potozenia piku na chromato-
gramie — weryfikacja czasu retencji. Czas ten jest wielkoscia stala i charakterystyczng dla
okreslonej substancji w danych warunkach prowadzonego procesu (typ i wypetnienie
kolumny, rodzaj gazu nos$nego i jego przeptyw oraz program temperaturowy). Oprocz
analizy jakosciowej, mozliwe jest takze wykonanie oznaczenia ilosciowego. O ilosci
zwigzku w mieszaninie mozemy wnioskowac na podstawie wysokosci i powierzchni
odpowiadajacego mu piku. Poniewaz warto§¢ wysokosci piku stosujemy tylko wtedy,
kiedy pik jest waski i symetryczny (co w praktyce jest rzadkoscia), dlatego tez duzo
czesciej do analizy ilosciowej wykorzystujemy pole jego powierzchni. Istota tego
oznaczenia polega na porownaniu wielkosci piku badanego zwigzku, z wielkoscia piku
substancji wzorcowej o znanym stezeniu (metoda dodatku wzorca zewngtrznego lub
wewnetrznego) (190) (rys. 141 15).
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Rys. 14. Chromatogram przedstawiajacy analizg alkaloidow tytoniowych ‘Wislicy’ przy zastosowaniu
dodatku wzorca wewnetrznego (1 — IS - chinolina):
2 —nikotyna, 3 — nornikotyna, 4 — anabazyna, 5 — anatabina
Zrodto: Kursa, wyniki nieopublikowane.

Quant Title : nikotyna
QLast Update : Tue Jul 03 09:09:48 2012
Response via : Initial Calibration

Compound R.T. QIon Rasponse Cone Units Dev({Min)
Internal Standards
1} chinolina Z2.458 102 11301533 0.40 mg/ml 0.00
Target Compounds Qvalue
2) niketyna 3.099 84 81393594 1.06 mg/ml a9
3} nornikotyna 3744 TO 51480 0.06 mg/ml 92
4) anabazyna 4.594 84 45701 0.02 mg/mlé 17
5) anatabina 5.01% 105 B5086 0.10 mg/ml 99

(#) = gualifier out of range (m) = manual integration {+) = signals summed

Rys. 15. Raport ilo$ciowy alkaloidow w ‘Wislicy’
Zrédto: Kursa, wyniki nieopublikowane.

Wazng cechg tej metody analitycznej jest jej szybkos$¢ oraz fakt, ze moze ona by¢ sto-
sowana dla surowca nieprzetworzonego (surowych lisci tytoniu) oraz tego pobranego
z produktu koncowego (papierosy, snusy).
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Poza obecnymi w lisciach tytoniu alkaloidami, ogromne znaczenie dla zdrowia
cztowieka ma takze wystgpowanie w nich N-nitrozoamin:

Z

N-nitrozonornikotyna (NNN) | 'l\l
X
N NO
N
N-nitrozoanatabina (NAT) = | N
X |
N NO
N-nitrozoanabazyna (NAB) = | N
x |
N NO
o CH,
|
4-(metylonitrozoamino)-1-(3-pirydylo)-1-butanon (j)J\/\/ N_
NO
(NNK) (92) N |

W odpowiednich warunkach nastepuje konwersja wtornych alkaloidow tytonio-
wych do bardziej szkodliwych TSNA (ang. fobacco-specific nitrosamines), ktore nie
sa zwigzkami pozadanymi w surowcu (40). Powstaja one przede wszystkim podczas
procesu N-nitrozowania nikotyny i pozostatych alkaloidow po zebraniu lisci, w trak-
cie ich powietrznego suszenia i fermentacji. Btona komoérkowa peka, a nieszczelne
sciany komodrkowe pozwalaja na wymieszanie zawartosci komorki oraz otwierajg ja na
chemiczne i egzogenne reakcje biotyczne. Azotany (V) zostaja zredukowane do azo-
tanow (I11) przy udziale mikroorganizmow (53). W Instytucie Tytoniowym w Oyamie
w Japonii zbadano, ze najnizsza zawartos¢ TSNA w lisciach jest podczas suszenia ich
w stalej temperaturze 50°C. Przy 60°C ilo$¢ tych zwiazkéw znacznie wzrastata, mimo
ze proces trwat krocej. Natomiast przy 40°C nie wida¢ bylo zadnych zahamowan
w procesie N-nitrozowania (63).

TSNA wystepuja takze w dymie papierosowym. Specyficzne dla tytoniu N-
nitrozoaminy zostaja uwolnione z papierosa podczas jego spalania. Azotyny zawarte
w plynach fizjologicznych, w czasie tego procesu, w obecnosci katalizatora, prowadza
do endogenicznego nitrozowania amin. Ilo§¢ uwalnianych zwiazkéw kancerogennych
jednak nie zmniejsza si¢ w trakcie palenia papierosa, tylko ciggle ros$nie, poniewaz
natychmiast na ich miejsce, w procesie pirosyntezy powstajg nowe nitrozoaminy (53).

Do podwyzszenia poziomu TSNA przyczynia si¢ takze nieodpowiednie
przechowywanie tytoniu i jego produktow. Probki przechowywanie w temperaturze po-
kojowej charakteryzuja si¢ znacznie zwigkszonym poziomem nitrozoamin w poréwna-
niu z przechowywanymi w lodowce i zamrazarce .
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Specyficzne dla tytoniu N-nitrozoaminy sg sktadnikami nie tylko suszonych lisci,
ale takze roznych wyrobdw tytoniowych, np. plastrow, gum do zucia. Jeden papieros
zawiera 9-180 ng NNK, 50-500 ng NNN, 3-25 ng NAB oraz 55-300 ng NAT (53).
Margines zawartosci TSNA w tytoniu jest dosy¢ szeroki, poniewaz jest on istotnie
skorelowany z ilo$cig azotanéw znajdujacych si¢ w lisciu (101). Zielone liscie tyto-
niu nie zawieraja nitrozoamin (134) (tab. 4).

Tabela 4
Zawarto$¢ poszczeg6lnych nitrozoamin w réznych gatunkach i odmianach tytoniu
Stezenie TSNA

Nazwa NNN NAT NAB NNK

[ppm] [ppm] (ppm] [ppm]
N. occidentalis 0,02 <0,005 <0,003 <0,005
N. glauca <0,003 <0,005 0,009 <0,005
N. rustica 0,020 0,020 <0,003 0,006
N. maritima 0,004 <0,005 0,004 <0,005
‘PBD6’ <0,003 <0,005 <0,003 <0,005
‘VTA <0,003 0,006 0,004 0,030
‘VAM’ <0,003 <0,005 <0,003 <0,005
‘VRG2’ <0,003 <0,005 <0,003 <0,005
‘VRGYS’ <0,003 <0,005 <0,003 <0,005
‘TN86’ <0,003 <0,005 <0,003 <0,005
‘Wislica’ <0,003 <0,005 <0,003 <0,005

Zrédto: Kursa, wyniki nieopublikowane.

TSNA wykazuja silne wlasciwosci rakotworcze (4, 70). Zwigzki te sg odpowie-
dzialne za wystepowanie nowotwordw jamy ustnej, gardta, krtani i przetyku (87).
N-nitrozonornikotyna (NNN) powoduje powstawanie ztosliwych nowotworoéw phuc,
a 4-(metylonitrozoamino)-1-(3-pirydylo)-1-butanon (NNK) indukuje powstawanie
gruczolakow i gruczolakorakow. Badania wykazaly, Ze najmniej kancerogenna jest
nitrozoanatabina (NAT) (53). U palaczy TSNA powoduja zmiang profilu lipidowego
krwi. Podwyzszaja zawartos¢ frakcji lipoprotein o niskiej gestosci (LDL), jednoczes$nie
obnizajac ilos¢ frakcji lipoprotein o gestosci duzej (HDL). Zadaniem LDL jest trans-
port cholesterolu z watroby do tkanek, przez co wzrasta prawdopodobienstwo rozwoju
miazdzycy, a takze zwigksza si¢ ryzyko choroby wiencowej. Zmniejszenie zawartosci
HDL powoduje obnizenie poziomu catkowitego cholesterolu we krwi, poprzez jego
transport z tkanek obwodowych i frakcji lipidowych osocza do watroby (87). Inna
funkcja nitrozoamin jest znaczne obnizenie poziomu katalazy i dysmutazy nadtlen-
kowej — enzymow biorgcych udzial w niwelowaniu wplywu wolnych rodnikéw na or-
ganizm czlowieka oraz podwyzszenie stezenia dialdehydu malonowego — wskaznika
oksydacyjnego uszkodzenia komorek (102).
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Okreslenie sktadu chemicznego surowca jest niezmiernie wazne, wptywa on bo-
wiem zdecydowanie na jako$¢ wyrobow tytoniowych. Zagadnienie to jest takze bar-
dzo istotne dla producentow, ktorzy wymagaja roslin zdrowych, charakteryzujacych
si¢ szlachetng jako$cig oraz obfitym plonowaniem.

Podsumowanie

Kierunki prac hodowlanych nad tytoniem wyznaczane sg przede wszystkim za-
potrzebowaniem przemyshu na surowiec o dobrych cechach jako$ciowych. Niemnigj
wazne jest dostarczenie rolnikom odpornych odmian, zapewniajacych stabilne plo-
nowanie i tym samym decydujacych o optacalnosci produkcji. Tradycyjne metody
hodowli sg dlugotrwate i pracochtonne. Trudnosci te sg stopniowo przezwyci¢zane
dzigkizastosowaniunowoczesnychmetoditechnik biotechnologicznych, ktorezostaty
doktadnie omoéwione w powyzszym rozdziale. Zestawienie metod tradycyjnych
z nowoczesnymi wplywa znaczaco na postep w pracach hodowlanych i daje szansg
na uzyskanie ulepszonych genotypéw tytoniu, zarowno pod wzgledem wlasciwosci
rolniczych, jak i jakosci surowca. Podsumowujac, potaczenie nauki i praktyki poz-
wala osiggna¢ zamierzone cele w sposob bardziej celowy, szybszy i dajacy lepsze
rezultaty.
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Wstep

Gwaltowny rozwoj biologii molekularnej w ostatnich latach umozliwit wykorzysta-
nie ro$lin, jako bioreaktorow do produkcji niemal nieograniczonej ilosci zrekom-
binowanych biatek, ktére znajduja zastosowanie w medycynie (diagnostyka, pro-
filaktyka, leczenie chorob), przemysle (biopolimery, enzymy) i ochronie srodowiska
(fitoremediacja). Tyton byt i jest glowna rosling wykorzystywana, w tzw. rolnictwie
molekularnym (ang. molecular farming). Wynika to z bardzo wydajnej transformacji
genetycznej oraz duzej iloci wytwarzanej biomasy. Swiatowy popyt na rekom-
binowane biatka ros$nie szybciej niz mozliwosci tradycyjnych systemow produk-
cyjnych. Dotyczy to zar6wno bialek wykorzystywanych w przemysle farmaceutycz-
nym, jak rowniez enzymow przemystowych i wtornych metabolitow. Tradycyjne
systemy produkcyjne, wykorzystujace mikroorganizmy Ilub hodowle komorkowe,
sg ograniczone trudno$ciami w zwigkszaniu skali procesow oraz duzymi kosztami
produkcji, szczegdlnie w odniesieniu do potrzeby stosowania bardzo skomplikowane;j
i kosztownej aparatury, ale rowniez drogimi etapami koncowego oczyszczania
produktu. Produkcja zrekombinowanych biatek w roslinach pozwala na latwe i tanie
zwigkszenie skali produkcji, a poza tym zapewnia mozliwo$ci niedostgpne w trady-
cyjnych systemach. Rosliny, jako zielone bioreaktory, posiadaja zdolnos¢ do prze-
prowadzania potranslacyjnych modyfikacji biatek — glikozylacji, lub do tworzenia
mostkow dwusiarczkowych, ktore sa czgsto niezbgdne do aktywnosci biologicznej
bialek wielu ssakow (60, 38). Przy wykorzystaniu roslin jako zielonych bioreaktorow,
szczegblnie w przemysle farmaceutycznym, nie ma ryzyka zanieczyszczenia wiru-
sami i patogenami ludzkimi, poniewaz nie sg znane przypadki zakazania ro$lin przez
ludzkie patogeny. Uprawa roslin jest tania w poréwnaniu do kosztow prowadzenia
hodowli komoérkowych, a jako zrodto energii wykorzystywane jest $wiatlo stoneczne,
co dodatkowo redukuje koszty. Tyton wykazuje duze stezenia biatek rozpuszczalnych,
co stanowi atrakcyjng ceche¢ dla wykorzystania tej rosliny jako platformy do pro-
dukcji zrekombinowanych biatek. Tyton umozliwia wykorzystanie réznych systemow
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ekspresyjnych: ze stabilnie wbudowanym transgenem w genom jadrowy (ro$liny
transgeniczne) lub chloroplastowy (ro$liny transplastomiczne) lub z przej$ciowa
ekspresja transgendow opartg na zakazaniu roslin i namnazaniu zrekombinowanego
wirusa.

Systemy ekspresji genow

Stabilna transformacja genomu jadrowego

Jest prowadzona najczgsciej przy uzyciu patogena roslinnego Agrobacterium
tumefaciens, ktory wydajnie przenosi rDNA do genomu jadrowego komorek
ro$linnych. Miejsce integracji gendw przenoszonych za pomoca Agrobacterium jest
przypadkowe. Szczepy Agrobacterium wykorzystywane w transformacji zostaly
technikami inzynierii genetycznej zmodyfikowane w taki sposob, aby wyeliminowac
geny wirulencji powodujace u zakazonych roslin guzowato$¢ korzeni, jednoczesnie
pozostawiajac te, ktore sg odpowiedzialne za wydajny transfer rDNA. Alternatywnag
metodag wprowadzania DNA do komorki roslinnej jest mikrowstrzeliwanie (ang.
biolistic, gene gun). Jest to metoda bezposredniego (bezwektorowego) wprowa-
dzania obcego DNA. W tej metodzie rDNA optaszcza ztote kulki (zwykle ok. 1um
srednicy), ktore sg wstrzeliwane do tkanki roslinnej przy uzyciu sprezonego helu. Tak
wprowadzone rDNA ulega nastepnie intergracji z genomem. Taki sposdb wprowa-
dzania rDNA czesto skutkuje wigksza liczba kopii genu, ktora czesciej ulega inte-
gracji z genomem, niz w przypadku stosowania Agrobacterium.

Stabilna transformacja genomu chloroplastowego

rDNA wprowadza si¢ do chloroplastow najczgéciej stosujac metode mikro-
wstrzeliwania lub przy uzyciu wektora. Jako wektor najczesciej stosuje si¢ po-
chodne wektoréw Escherichia coli zawierajace sekwencje plastydowe dlugosci
1-2 kb, ktore na obu koncach otaczaja gen selekcyjny i wprowadzany rDNA. Takie
wektory namnazane sa w E.coli, a nastepnie wprowadzane do plastydow, gdzie gen
markerowy 1 wprowadzany rDNA ulegajg integracji z genomem chloroplastowym
(64). Zaleta transformacji genomu chloroplastowego jest wysoka zawartos¢ produ-
kowanych rekombinowanych biatek — nawet do 46% ogoétu biatek rozpuszczalnych
TSP (ang. total soluble protein) (87).

Ekspresja przej$ciowa

Polega na wprowadzeniu do rosliny zrekombinowanego DNA za pomoca wek-
tora wirusowego. W tym celu wykorzystuje si¢ odpowiednio przygotowane wirusy,
gdzie w genom wirusa wbudowuje si¢ TDNA. Nastepnie rosling zakaza si¢ tak
spreparowanym wirusem. W efekcie w zakazonej roslinie, poza biatkami wirusa,
produkowane jest rowniez biatko kodowane przez wprowadzony gen. Wprowa-
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dzany gen w tej metodzie nie ulega integracji z materiatem genetycznym ro$liny
(87). Wykorzystanie ekspresji przejsciowej pozwala na bardzo szybkie wytworze-
nie duzych ilosci zrekombinowanych bialek w krotkim czasie. Metode t¢ mozna
wykorzysta¢ na przyktad do szybkiego reagowania podczas wybuchu pandemii (np.
ostatnia pandemia grypy A/HIN1) (99).

Wytwarzanie bialek terapeutycznych w tytoniu

Tyton nie jest jadalny dla cztowieka i dla zwierzat, co minimalizuje ryzyko
wprowadzenia do tancucha zywieniowego materialu modyfikowanego genetycznie.
Te cechy sprawity, ze tyton idealnie nadaje si¢ do wykorzystania jako zielony bio-
reaktor do produkcji biofarmaceutykow. Obecnie prowadzonych jest wiele badan
nad produkcja biatek terapeutycznych w transgenicznych roslinach tytoniu, a nie-
ktore przechodza witasnie etap badan klinicznych na cztowieku (99).

Produkcja przeciwcial

Przeciwciata stanowig duzg grupe nowych lekéow (tab. 1). Monoklonalne
przeciwciata tradycyjnie produkowane sg w hodowlach linii komoérkowych hybry-
doma. Utrzymywanie takich hodowli jest kosztowne. Produkcja w ro$linach jest
wiec tanig alternatywa. Tyton byl pierwszg rosling wykorzystang do tego celu. Juz
w 1989 roku Hiatt i in.(36)uzyskali w nim w pelni funkcjonalne przeciwciato
monoklonalne 6D4. W tym celu uzyli dwoch transgenicznych roslin rodzicielskich,
z ktorych jedna wytwarzata cigzki tancuch, a druga lekki tancuch przeciwciala.
Proste skrzyzowanie tych roslin spowodowato, ze w pokoleniu F| rosliny wytwarzaty
w pehi funkcjonalne, zlozone z ci¢zkich i lekkich tancuchow, przeciwciato. Biatka
te byly wytwarzane z do$¢ duza wydajnoscia i stanowily 1,3% ogotu biatek roz-
puszczalnych (TSP).

Innym rodzajem przeciwcial uzyskanych w tytoniu byty przeciwciata sekrecyjne
IgA (SIgA) (ang. secretory IgA) o bardziej skomplikowanej budowie, sktadajace si¢
z kompleksu 2 jednostek IgA (2 cigzkie i 2 lekkie tancuchy) potaczonych tancuchem
J oraz z tancucha wydzielniczego (43). Sg to przeciwciata naturalnie produkowane
przez organizm, wydzielane na powierzchni¢ bton §luzowych, w celu ochrony
przed infekcjami i toksynami. Produkcja tego typu zrekombinowanych biatek
przy wykorzystaniu linii komoérkowych ssakow jest bardzo droga i skomplikowa-
na, z uwagi na koniecznos¢ stosowania dwoch niezaleznych oraz mieszanych linii
komorkowych i statego nadzoru nad prowadzeniem tej hodowli (99). Zastosowanie
tytoniu do wytwarzania tego typu przeciwcial bardzo uproscilo ten proces oraz
ograniczylo jego koszty. W ten sposéb udato si¢ uzyskaé w tytoniu humanizowane
(o cechach zblizonych do przeciwciat ludzkich) mysie przeciwciato sekrecyjne IgA 1
(Guy’s 13 SIgA-G). Mysie przeciwcialo monoklonalne IgG1 (Guy’s 13) rozpoznaje
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antygeny I/I1 (SA I/11) Streptococcus mutans — gtdwnego sprawcy prochnicy zebow,
a jego uzycie terapeutyczne zapobiega kolonizacji jamy ustnej przez t¢ bakterie
(101). Uzyskanie humanizowanego SIgA-G byto mozliwe poprzez wyprowadze-
nie niezaleznych linii tytoniu z ekspresja, odpowiednio: lekkich tancuchow Guy’s
13 IgG, cigzkich tancuchoéw przeciwciata hybrydowego IgG-A, mysiego tancucha
J oraz szczurzego tancucha wydzielniczego. Nastepnie, dzigki serii krzyzowan tych
linii, uzyskano tyton wytwarzajacy w pehi funkcjonalng wielkoczgsteczkowa mysig
immunoglobuling Guy’s13 SIgA-G z wydajnosciag dochodzaca nawet do 500 pg na
gram lisci (58). Badania kliniczne na Iudziach potwierdzity skuteczno$¢ pozyski-
wanych z tytoniu przeciwciat SIgA-G w zapobieganiu kolonizacji jamy ustnej przez
S. mutans (59). Od 2005 roku dostgpny jest juz na rynku komercyjny preparat o naz-
wie CaroRx™ bazujacy na uzyskiwanych w tytoniu przeciwciatach SIgA-G (99).

Tyton moze by¢ rowniez wykorzystany do wytwarzania fragmentéw przeciwcial
m.in. fragmentow przeciwciat (Fab) (ang. antibody-binding fragment), czy zmien-
nych fragmentéw jednotancuchowych przeciwciat (scFv) (ang. single-chain
variable fragment). Te male syntetyczne przeciwciala sa w pelni funkcjonalne
i posiadaja zdolnos$¢ specyficznego wigzania antygenu. Wykorzystywane sa zarow-
no w diagnostyce jak i leczeniu (92). W tytoniu udalo si¢ uzyskac przeciwciata
skie-rowane przeciwko ErbB-2 (HER 2, Neu) — biatku receptorowemu zaliczanemu
do Iudzkich nabtonkowych czynnikow wzrostu (EGF) (ang. epidermal growth fac-
tor) (27). Biatko ErbB-2, szczegolnie aktywne u pacjentek z nowotworami piersi,
sprzyja proliferacji komorek 1 wydtuzeniu ich czasu przezycia, poza tym hamuje
powstawanie przerzutow (51). W badaniach wykorzystano dwa niezalezne systemy
ekspresji konstruktu zawierajacego gen kodujacy ErbB-2. System ze stabilnie wbu-
dowanym transgenem w genom jadrowy wykorzystano przy uzyciu roslin tytoniu
uprawnego Nicotiana tabacum, a system z przej$ciowa ekspresja u dzikiego gatunku
Nicotiana benthamiana. 1lo$¢ wytwarzanych przeciwcial, w przypadku systemu ze
stabilnie wbudowanym transgenem, wynosita 0,6-0,8 g-g"! tkanki, zas w systemie
przejsciowym 800 pg-g' (26,27). W ostatnich latach prowadzone sg réwniez bada-
nia nad tytoniem niosagcym w jednym genomie transgeny kodujace przeciwciata skie-
rowane przeciwko neurotoksynie botulinowej (jadowi kietbasianemu) i waglikowi
(2). Ma to ogromne znaczenie, szczegdlnie w obecnym czasie, kiedy ryzyko
wykorzystania broni biologicznej jest wysokie. Tyton moze sta¢ si¢ zrodtem po-
zyskiwania tanich i szybkich w produkcji, skutecznych przeciwciat.

Szczepionki

Szczepienie to podawanie antygenu (szczepionki), w celu produkcji przez or-
ganizm odpowiednich przeciwcial zapewniajacych odpornos¢ na choroby. Szcze-
pienie jest najbardziej efektywna i skuteczng formg zapobiegania chorobom zakaznym.
W szczepionce moga by¢ podawane zardwno atenuowane (wywolujace odpowiedz
immunologiczna, ale niezdolne do wywotania choroby), jak i martwe formy patogenow
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Tabela 1
Przyktady przeciwcial uzyskanych w tytoniu
Choroba/Patogen Uzyskane przeciwciato| Maks. zawarto$¢ Literatura
Trol duriad
. Anti-BoNT/A scFy | 20 merker Swiezych |1 o ist 1 in., 2006 (2)

Botulina lisci
HIV 2G12 mAb 1% Floss i in., 2009 (22)
HIV 2F5 mAb Sack i in., 2007 (86)
Nowotwor . L
(chloniak 7 komérek B) Idiotypowo specyficzne | b.d. McCormick i in., 2008 (70)

Nowotwor piersi i jelita
grubego

Anti-Lewis Y mAb

30 mg-kg! $wiezych
lisci

Brodzik i in., 2006 (8)

Nowotwory

1,1 mgkg'! $wiezych

(szerokie spektrum) H10 mAb lidci Vilanni i in., 2009 (104)
Nowotwér jelita CO17-1A mAb 0,02% TSP Ko i in., 2005 (48)
grubego

Nowotwor skory TheraCIM® 1,2ngg! Rodriguez i in., 2005 (82)

Powiazany z guzami
nowotworowymi mozgu
— antygen tenascyny-C

H10 mAb

100 mg-kg!' $wie-
zych lisci

Villani i in., 2009 (104)

Streptococcus mutans

Guy’s 13 mAb

b.d.

Daniell i in., 2004 (14)

Streptococcus mutans

CaroRX™

80 mg-kg'! swiezych
lisci

Maiin., 1998 (59)

Makvandi-Nejad i in., 2005

odrzucaniu przeszczepow

i ol
Salmonella Anti-LPS scFv 41,7 ng'g (62)
Waglik Anti-PA mAb b.d. Hull i in., 2005 (40)
Wicieklizna R12 mAb 0,5 mgI! Girard i in., 2006 (29)
W $cieklizna SO57 mAb 0,07% TSP Ko i in., 2003 (47)
Zapalenie watroby typu | g B33 mab Sg/kg $wiezych lisci | Gleba i in., 2005 (30)
B (HBV)
Zapobieganie LO-BM2 0,29% TSP De Muynck i in., 2009 (17)

bakteryjnych, czy wirusowych. Opracowanie szczepionek opartych na wykorzystaniu
specyficznych biatek, zamiast calych patogendw, stwarza mniejsze ryzyko wystapienia
dziatan niepozadanych. Zastosowanie nowoczesnych technik inzynierii genetycznej
uproscito ten proces. Podobnie jak przeciwciata, szczepionki sg obecnie produkowane
w bakteriach, drozdzach i z wykorzystaniem linii komorkowych ssakow. Jednak tyton
w ostatnich latach staje si¢ nowoczesng alternatywg dla systemow tradycyjnych (tab. 2).
Warto wspomnie¢ o wytwarzanych w tytoniu szczepionkach przeciwko wirusowi
HIV (ang. Human immunodeficiency virus), wirusowemu zapaleniu watroby typu
B, cholerze, wirusowi ostrego zespotu niewydolnosci oddechowej (SARS) (ang.
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severe acute respiratory syndrome), czy wirusowi Epsteina-Barr wywotujagcemu
mononukleozg zakazng. Wiele z tych szczepionek wyszlo juz z fazy testow labo-
ratoryjnych i znajduje si¢ na etapie badan na zwierzgtach, poprzedzajacych testy
kliniczne na cztowieku. Przykladem takiej szczepionki moze by¢ szczepionka
przeciwko ospie prawdziwej. Udato si¢ uzyska¢ w tytoniu biatko BS z domeng
antygenowa pBS5. Zastosowanie tej szczepionki u myszy wywolywato silng
odpowiedz immunologiczng organizmu i wytworzenie odpowiednich przeciwciat
chronigcych przed chorobg (31). Tyton zostat rowniez wykorzystany do produk-
cji biatka SARS-CoV S1. Podanie tego biatka myszy prowadzito do wytworzenia
specyficznych przeciwcial, zabezpieczajacych zwierze przed zakazeniem wirusem
SARS (80). Innym przyktadem moze by¢ szczepionka przeciwko waglikowi (Bacillus
anthracis). W tradycyjnych systemach szczepionke uzyskuje si¢ przez izolacjg
z podtoza hodowlanego antygenu ochronnego (PA) (ang. protective antigen).
Koya i in. (50) uzyskali ten antygen w transgenicznym tytoniu. Ekspresja genu
pagA kodujacego biatko PA zachodzita w chloroplastach. Produkowane w transge-
nicznym tytoniu bialtko PA stanowito do 14,2% ogolu biatek rozpuszczalnych
rosliny (TSP). W ostatnim czasie udato si¢ uzyska¢ w roslinach N. benthamiana
kompleks immunologiczny Ebola (EIC) (ang. Ebola immune complex) (79). Ebola
nalezy do najniebezpieczniejszych wirusow $wiata. Przez amerykanskie Centrum
Kontroli Choréb zostat razem z wirusem Marburg zaklasyfikowany do kategorii
A, oznaczonej jako stwarzajace zagrozenie dla bezpieczenstwa narodowego. Wirusy
te wywotuja goraczki krwotoczne, a $miertelno$¢ po zakazeniu dochodzi do 90%.
Glikoproteina GP1 wirusa Ebola zostala potaczona z C-koncem cigzkiego tancucha
humanizowanej immunoglobuliny 6D8 IgG — przeciwciala monoklonalnego specy-
ficznie wigzacego si¢ z liniowym epitopem na powierzchni GP1. Wspolna ekspresja
kompleksu GP1-ciezki tancuch 6D8 IgG oraz lekkiego tancucha 6D8 w N. ben-
thamiana pozwolito na uzyskanie funkcjonalnej immunoglobuliny (EIC). Testy
in vitro przeprowadzone na myszach BALB/C, ktorym podano oczyszczony EIC,
wykazaty produkcje przeciwcial anti-Ebola. Pokazuje to potencjat jaki daje pro-
dukcja EIC w tytoniu, w celu wytwarzania szczepionki dla ludzi. Rosliny N. ben-
thamiana zostatly réwniez wykorzystane, jako zielone bioreaktory do uzyskania
rekombinowanych podjednostek hemaglutyniny (HA) pochodzacej od szczepow
grypy HIN1 i H5N1 (91). Szczepienie jest preferowanym sposobem zapobiegania
grypie. Obecnie wykorzystywana metoda wytwarzania hemaglutyniny nie zapewnia
wystarczajacej wydajnosci 1 szybkosci produkcji wystarczajacej dla zaspokojenia
$wiatowego zapotrzebowania, szczego6lnie w odniesieniu do nowych potencjalnie
niebezpiecznych szczepoéw mogacych wywotac¢ pandemie. Shoji i in. (91) udato
si¢ uzyska¢ w roslinach N. benthamiana 90 mg hemaglutyniny z 1 kg biomasy.
Obiecujace wyniki dotyczace wykorzystania tytoniu jako zielonego bioreaktora
sktonily naukowcow do proby wykorzystania u pacjentdéw cierpiacych na chioniaki
nieziarnicze, produkowanych w tytoniu, personalizowanych przeciwciat typu scFv
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jako szczepionek (69, 70). Z guzéw pacjentdw pobierano material, ktory postuzyt do
wydzielenia regionéw o zmiennej sekwencji, nastepnie domeny idiotypowe taczono
za pomocg polilinkera (krétki odcinek DNA zawierajgcy wiele miejsc rozpoznawa-
nych przez rozne enzymy restrykcyjne) i klonowano do zmodyfikowanego genomu
wirusa mozaiki tytoniowej (TMV). Tak spreparowany wirus stuzyt do zakazania
roslin tytoniu, ktore w nastepstwie infekcji wirusowej produkowaty sperso-
nalizowane przeciwciata. System ten pozwala na szybkie pozyskiwanie przeciwciat
1 immunizacj¢ pacjentdw ich wiasnymi, indywidualnymi, terapeutycznymi anty-
genami.

Tyton wykorzystywany jest rowniez do produkcji szczepionek stosowanych
w weterynarii. Przyktadem moze by¢ szczepionka przeciwko zakaznemu zapaleniu
zotadka 1 jelit §win, wywolywanemu przez Coronavirus (TGEV) (ang. Transmi-
ssible Gastroenteritis Virus). W tytoniu uzyskano N-koncowg domene glikoproteiny
S (N-gS), zawierajaca gtdéwne miejsca antygenowe biatka (100). Po podaniu $winiom
szczepionki zawierajacej N-gS wytwarzata ona przeciwciata przeciw TGEV. W ty-
toniu uzyskano rowniez biatko H kodowane przez wirusa ksiggosuszu bydta (RPV)
(ang. Rinderpest Virus). Choroba ta charakteryzuje sie blisko 100% $miertelnoscia.
Dootrzewnowe podanie myszom biatka H powodowalo produkcje przeciwcial
rozpoznajacych wirus RPV (46). W ostatnim czasie, w USA, firma DOW Agro-
Sciences uzyskata zgode Departamentu Rolnictwa na wprowadzenie do sprzedazy
szczepionki wytworzonej w tytoniu, stosowanej przeciw rzekomemu pomorowi
drobiu (choroba Newcastle) (102).

Cytokiny

Cytokiny to mate biatka lub glikoproteiny produkowane przez wiele typow
komorek. Sa silnymi immunoregulatorami. Poprzez stymulacje lub hamowanie ak-
tywacji, proliferacji i roznicowania komorek oraz regulacje sekrecji przeciwciat lub
innych cytokin, wplywaja na intensywnos$¢ i dtugos$¢ trwania odpowiedzi immuno-
logicznej (77). Cytokiny moga dziata¢ zar6wno na komorki, ktore je wydzielaja,
komorki w najblizszym sasiedztwie, jak réwniez na komorki w innych narzadach.
Cytokiny mogg dziata¢ zard6wno synergistycznie, jak i antagonistycznie oraz moga
wywotywaé kaskady sprzgzen dodatnich i ujemnych (32). Cytokiny dzielimy na:
interleukiny, interferony, hemopoetyny, chemokiny, czasteczki TNF (ang. tumor
necrotic factor) i inne. Rekombinowane cytokiny sa szeroko testowane jako farma-
ceutyki w leczeniu infekcji, choréb autoimmunologicznych i nowotworow (57, 76,
108). Obecnie na rynku dostepnych jest wiele rekombinowanych cytokin, ale sa one
bardzo drogie, przez co mato dostepne dla zastosowan terapeutycznych. Poza tym wiele
z nich, produkowanych w E. coli, nie jest glikozylowanych. Glikozylacja jest bardzo
waznym procesem wptywajacym na faldowanie biatek, stabilizujagcym ich strukture
oraz wptywajacym na ich funkcje (99). W ostatnich latach poczyniono duze postepy
w modyfikacji genetycznej enzymow bioracych udziat w procesie glikozylacji.
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Dzieki temu mozliwe stato sie¢ dodawanie lub usuwanie pozadanych grup cukrowych
i uzyskiwanie bialek z pozadanym wzorem cukrowym, zblizonym do ludzkiego (18,
63). W efekcie, stato si¢ mozliwe wykorzystanie roslin, w szczegdlnosci tytoniu, do
produkcji tanich zrekombinowanych cytokin (tab. 3).

Tabela 2
Przyktady szczepionek uzyskanych w tytoniu
Choroba/ ,, .
Patogen Uzyskany antygen Max. zawarto$¢ Literatura
Amebioza | lecA 6,3% TSP Chebolu i Daniell 2007 (11)
podjednostka B toksyny cholery
Cholera potaczona z ludzka proinsuling | 16% TSP Ruhlman i in., 2007 (84)
(CTB-Pins)
Cholera ctxB 4,1% TSP Daniell i in., 2001 (13)
podjednostka B toksyny cholery
Cholerai | (CTB) polaczonazantygenem 13 )y, 416 1o, | payoodi-Semiromi i in., 2010
. AMA-1 malarii lub CTB pota-
malaria L . . | TSP (15)
czona z biatkiem powierzchnio-
wym merozoitoéw (MSP)
Ebola kompleks immunologiczny EIC | 50 pg-g! lisci Phoolcharoen i in., 2011 (79)
E. coli - 13 pgrg! Swiezej ..
0157-H7 Intimina masy lidci Judge iin., 2004 (44)
E. coli .. N ..
szczep K88 FaeG of K88 fantygen fimbii 0,15% TSP Huang i in., 2003 (39)
Gruzlica Ag85b 4% TSP Floss i in., 2010 (23)
Grypa - ool
(HINI, HACI, HAI-05 1912011 S0meke™ | gpoiiiin, 2011 (91
H5N1)
200 mg-kg! §wie- o
Grypa HA 7ej masy lisci Shoji i in., 2008 (90)
HBV HbsAg (HepB) 3% TSP Thanavala i in., 1995 (96)
HCV biato rdzenia (Hep C) b.d. Nianiou i in., 2008 (75)
HIV p24 biatko ptaszcza 0,0035% TSP Zhang i in., 2002 (109)
HIV-Nef 0,7% TSP Marusic i in., 2007 (65)
HIV 2G12 1% TSP Floss i in., 2009 (22)
Wirus
brodawczaka L1 bialko plaszeza 0,5% TSP Biemelt i in., 2003 (4)
ludzkiego p 1 mgkg! Kohl i in., 2006 (49)
(HPV)
Wirus
brodayvczaka HPV-16 L1 24% TSP Fernandez-San Millan i in., 2008
ludzkiego (21)
(HPV)
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Tabela 2. cd.
Malaria Pfs25 jgv(l)erzr;%ﬂlﬁllsm Farrance i in., 2011 (20)
Malaria PyMSP4/5 10% TSP Webster i in., 2009 (107)
l?rilz;‘ iwa | PBS 100 mg-kg'! Golovkin i in., 2007 (31)
Rotavirus VP6 3% TSP Birch-Machin i in., 2004 (6)
@Zﬁiﬁf tetC 25% TSP Tregoning i in., 2003 (98)
Waglik PA 14,2% TSP \gs;io?i;T?i’oz()()sossgl)O6)
mrr:vsalk VLP 0,23% Mason i in., 1996 (66)
Epidemiczna
biegunka biatko spike 2,1% TSP Kang i in., 2005 (45)
swin (PED)
i:‘gxc’(‘é;“\f) CTB-2L21 GFP-21.21 33,1% TSP Molina i in., 2004, 2005 (72, 73)
Sirlfl“(’l‘f;r\‘;)s VP2 0,3% TSP Rymerson, 2003 (85)
Pryszczyca | VP1 biatko plaszcza 51% TSP Lentz i in., 2010 (56)
Tabela 3
Przyktady cytokin uzyskanych w tytoniu
Grupa cytokin Cytokina Maks. zawartos¢ Literatura
Erytropoetyna 0,0026% TSP Matsumoto i in., 1995 (67)
Erytropoetyna 0,05% TSP Conley i in., 2009 (12)
Hematopoetyny G-CSF 105 pgl! Hong 1iin., 2002 (37)
GM-CSF 0,03% TSP Sardana i in., 2002 (88)
GM-CSF 2% TSP Zhou i in., 2006 (111)
IFN-y 6% TSP Leelavathi i Reddy, 2003a (53)
Interferony .
IFN-02b 20% TSP Arlen i in., 2007 (3)
Czynniki wzrostu | aFGF (FGF-1) 8% TSP Matsuo i in., 2007 (68)
IL-2 b.d. Redkiewicz i in., 2012 (81)
IL-4 0,086% TSP Patel i in., 2007 (78)
IL-4 0,1% TSP Mai in., 2005 (61)
. IL-10 37 ng/g lisci Bortesi 1 in., 2009 (7)
Interleukiny .
IL-10 0,27% TSP Patel i in., 2007 (78)
IL-12 40 ng-g! Gutierrez-Ortega i in., 2004 (34)
IL-13 0,15% TSP Wang i in., 2008 (105)
IL-18 0,051% Zhang i in., 2003 (110)
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Interleukiny

Ludzka interleukina IL-13 ma dziatanie plejotropowe, wywotujac zarowno
prozapalna, jak i przeciwzapalng odpowiedz immunologiczna (19). Mozliwe jest jej
wykorzystanie do leczenia wielu choréb m.in. cukrzycy typu I (T1DM) (99). Dotych-
czasowe, tradycyjne systemy pozyskiwania rekombinowanej IL-13 sa mato wydajne
(97). Dodatkowo IL-13 pozyskiwana z E. coli nie jest glikozylowana, przez co nie-
natywna, co oznacza konieczno$¢ wprowadzenia dodatkowych etapoéw jej obrobki:
pakowanie do cial inkluzyjnych, dodatkowe rozpuszczanie i renaturacja (97). Dodat-
kowe etapy powoduja zwigkszenie kosztow pozyskiwania tej cytokiny. Alternatywa
moze by¢ wykorzystanie jako gospodarza do produkcji rekombinowanej IL-13,
niskonikotynowej i niskoalkaloidowej odmiany tytoniu ‘81V9’ (105). Ludzka IL-13
byta tu produkowana w wielu formach molekularnych w ilo$ci ok. 0,15% ogotu biatek
rozpuszczalnych. Réznorodne formy IL-13 wynikaty z roznej glikozylacji N-konca
biatka. W testach laboratoryjnych polegajacych na trawieniu trypsyna, potwierdzono
wiekszg odpornos¢ glikozylowanych form IL-13 na trawienie, w stosunku do form
nieglikozylowanych. Testy biologiczne prowadzone w warunkach in vitro wykazaty,
ze zastosowanie uzyskanej w tytoniu IL-13, w hodowli czynnikozaleznej ludzkiej
erytroleukemicznej linii komérkowej, zachowuje funkcje biologiczne identyczne
z autentyczng IL-13. Wyniki te sugeruja, ze wykorzystanie transgenicznego tytoniu
do produkcji ludzkiej IL-13 jest bardziej odpowiednie niz konwencjonalnych sys-
temow ekspresyjnych.

Interleukina IL-10 jest cytoking o silnym dzialaniu przeciwzapalnym. Sto-
suje sie ja w leczeniu chorob zapalanych i niektoérych choréb autoimmunologic-
znych. W badaniach wykorzystano system ekspresji oparty zar6wno na statej eks-
presji wynikajacej z wbudowania genu kodujacego IL-10 do genomu tytoniu jak tez
z systemu ekspresji tymczasowej. Zastosowano dwa rodzaje 1L-10 — od myszy
oraz bardzo zblizong do niej (wykazujaca 84% identyczno$ci sekwencji amino-
kwasowej) pochodzaca od wirusa Epsteina-Barr (7). W roslinach tytoniu zawartos¢
IL-10 wynosita odpowiednio 37 pg-g'110,8 ug-g' $wiezej masy lisci. Uzyskane in-
terleukiny w obu przypadkach byly zdolne aktywowac §ciezke sygnatowa IL-10 oraz
indukowac¢ specyficzng odpowiedz przeciwzapalng w makrofagach J744 myszy.

Hematopoetyny

Ludzka erytropoetyna (EPO) bierze udziat w procesie powstawania erytrocytow,
ale posiada rowniez druga aktywnos$¢ — ochrony uszkodzonych tkanek poprzez ha-
mowanie apoptozy, thumienie stanéw zapalnych, stymulacje angiogenezy (28).
Kanadyjscy badacze przy wykorzystaniu systemu tymczasowej ekspresji, wytwo-
rzyli w roslinach tytoniu zrekombinowang ludzka erytropoetyng. Uzyskana byta ona
w ilosci 0,05 % ogotu biatek rozpuszczalnych. Wytworzona w ten sposob erytropoetyna
wykazywata zwigkszone powinowactwo do tgczenia si¢ z receptorem i byta zdolna do
ochrony komorek nablonkowych nerki przed $miercig indukowana cytokinami (12).



Tyton — zielony bioreaktor 143

W tytoniu uzyskano rowniez czynnik stymulujacy kolonie granulocytarno-mak-
rofagowe (GM-CSF) (ang. granulocyte, macrophage colony stimulating factor).
GM-CSF jest szeroko stosowang cytoking w leczeniu neutropenii, niedokrwistosci
aplastycznej oraz jest wykorzystywana w ograniczaniu infekcji po przeszczepie
szpiku kostnego. Jej roczna produkcja wynoszaca ok. 157 g byla warta w 2003 r.
77 milionow USD (111). Badania dotyczace produkcji ludzkiego GM-CSF w syste-
mach roslinnych prowadzone sa juz od kilku lat, gtdbwnie w hodowlach zawiesino-
wychkomorek ro§linnych. Niestety wydajnos¢ produkejijestbardzoniska (41,52, 89).
Zhou i in.(111), wykorzystujac jako wektor zmodyfikowany wirus PVX, niosgcy
w swoim genomie gen kodujacy GM-CSF, zakazajac nim rosliny N. benthamiana,
uzyskali zadowalajaca wydajnos¢ produkc;ji tej glikoproteiny na poziomie 2% og6tu
bialek rozpuszczalnych. Zauwazyli oni, ze wiek lisci znaczaco wplywa na zawarto$¢
GM-CSF. W milodych lisciach koncentracja GM-CSF byla 2,6 razy wigksza.
Aktywnos$¢ biologiczna uzyskanego rekombinowanego ludzkiego GM-CSF zostala
potwierdzona przez stymulacje¢ wzrostu ludzkich komoérek TF-1.

Czynniki wzrostu

Kwasny czynnik wzrostu fibroblastow (aFGF=FGF 1) (ang. acidic fibroblast
growth factor) to cytokina produkowana w wielu narzadach: mozgu, nerkach, siat-
kéwcee, migsniach gladkich i komoérkach $rdédbtonka (9). Matsuo i in. (68)
zaproponowali wykorzystanie zmodyfikowanego wirusa mozaiki ogorkowej (CMV)
(ang. cucumber mosaic virus) jako wektora niosacego gen kodujacy aFGF. Genom
tego wirusa stanowig 3 nici RNA (RNA 1-3). W czasteczce RNA 2 zastgpiono gen
kodujacy biatko 2a, fragmentem zawierajagcym miejsca restrykcyjne Stul, Mlul
i Spel, tworzac w ten sposob wektor C2-H1. Nastepnie gen aFGF umieszczono
w wektorze C2-H1. Takim zmodyfikowanym wirusem sztucznie zakazano ro§liny
N. benthamiana. Zainfekowane rosliny wykazywaty wysoki poziom produkcji
aFGF, dochodzacy az do 8 % TSP.

Interferony

Interferony to grupa zwiazkéw nalezacych do cytokin, ktore hamuja replikacje
wirusow i wzrost komorek oraz wzmacniajag odpowiedz immuologiczng organizmu.
Dlatego tez znajduja szerokie zastosowanie w zwalczaniu zakazen wirusowych.
Interferony stanowia trzecig pod wzglgdem produkcji grupe biofarmacetykow, po
insulinie i erytropoetynie. Niestety, sredni roczny koszt leczenia jednego pacjenta
zakazonego wirusem zapalenia watroby typu C wynosi ok. 26000 USD, co mocno
ogranicza ich stosowanie, szczegélnie w krajach rozwijajacych si¢ (3). W ostatnim
czasie udato si¢ uzyska¢ w roslinach tytoniu w pehi funkcjonalny ludzki interfe-
ron IFN-a2b. Gen kodujacy interferon wprowadzano do DNA chloroplastowego.
Uzyskano bardzo wysoka wydajno$¢ produkcji tego biatka, wynoszaca do 20%
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ogo6tu biatek rozpuszczalnych, co w przeliczeniu dawato ok. 3 mg interferonu na
1 g $wiezej masy lisci tytoniu. Warto tu podkresli¢, ze doswiadczenia te prowadzono
w warunkach polowych (3).

Inne farmaceutyki

Kolagen jest szeroko stosowany w medycynie do wspomagania regeneracji
tkanek. Tradycyjnie pozyskiwany jest z materiatu zwierzecego lub ze zwtok, ale nie-
sie to ze soba ryzyko ewentualnych niebezpieczenstw zwigzanych z alergennoscia
oraz zakazeniem patogenami. Ostatnio, do produkcji ludzkiego kolagenu typu
I wykorzystano tyton (94). W tym celu, do genomu tytoniu wprowadzono 2 ludzkie
geny kodujace zrekombinowany heterotrimeryczny kolagen typu I (thCOL1) oraz
geny kodujace ludzkie enzymy: P4H (ang. prolyl-4-hydroxylase) 1 LH3 (ang. lysyl
hydroxylase 3)—odpowiedzialne za kluczowe modyfikacje potranslacyjne. Uzyskany
kolagen tworzyt stabilne struktury potrdjnych spirali i wykazywat biofunkcjonalnos¢
zblizong do ludzkiego kolagenu. Biatka kolagenu stanowity 2% TSP.

De Marchis iin. (16) wykorzystali tyton do produkcji ludzkiej a-mannozydazy
(MAN2BI1). Niedobory tego enzymu powodujg u ludzi a-mannozydoze, polegajaca
na gromadzeniu si¢ oligosacharydow zawierajacych mannozg¢ i objawiajaca si¢
nieprawidlowos$ciami w budowie szkieletu, cechami dysmorficznymi twarzy,
upo$ledzeniem stuchu i opdznieniem umystowym. Produkowany enzym byt gliko-
zylowany, a wydajno$¢ osiagneta 10,2 jednostki na gram swiezych lisci.

Innym przyktadem wykorzystania tytoniu do produkcji biofarmacetykow jest
pozyskiwanie ludzkiej somatotropiny (hST) (ang. human somatotropin) (93). So-
matotropina jest hormonem wzrostu produkowanym przez przysadke. Wytwo-
rzone biatko wykazywalo prawidlowsg aktywnos$¢ biologiczng oraz posiadato
prawidlowg konformacj¢ przestrzenna z wytworzonymi mostkami dwusiarczko-
wymi. Wykorzystanie transplastomicznego systemu ekspresji pozwolilo osiggnaé
duza wydajnos$¢ produkcji biatka — 7% TSP. Podobny gen przeniesiony do genomu
jadrowego pozwolit juz tylko na 300-krotnie nizszg produkcje tego biatka.

Wytwarzanie biopolimerow i enzymoéw

Tyton coraz czesciej zaczyna by¢ wykorzystywany nie tylko do produkcji bio-
farmaceutykow, ale rowniez biopolimerow, enzyméw bakteryjnych lub grzybowych.
Przyktadem moze by¢ uzyskiwanie polihydroksyalkanolanéw (PHA) (74). Zwiazki te
naleza do grupy alifatycznych poliestrow pochodzenia mikrobiologicznego, bedacych
odnawialnym zrodtem biodegradowalnych termoplastikow. Znajduja zastosowanie m.in.
do produkcji implantow. Konstrukcjami zawierajacymi geny phad,, , phaB,, pochodzace
od Ralstonia eutropha i phaC, z Aeromonas caviae transformowano jadra komorkowe
tytoniu. W efekcie transgeniczny tyton produkowat PHA w ilosci dochodzacej do 1500 ppm.
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Podejmowane sg réwniez kroki w celu wykorzystania tytoniu do produkeji celu-
lazy, ktora bytaby stosowana do uzyskiwania bioetanolu na cele energetyczne. Ce-
luloza jest jednym z najliczniej wystepujacych zwigzkow organicznych. W formie
nieprzetworzonej znajduje zastosowanie w przemys$le papierniczym i tekstylnym.
Celuloza moze jednak znalez¢ zastosowanie jako substrat do produkcji etanolu.
Obecnie enzym celulaza wykorzystywany do hydrolizy celulozy w procesie produkcji
etanolu pozyskuje si¢ z grzyba Trichoderma reesei. Pozyskiwana w ten sposéb celu-
laza jest droga, a jej produkcja mato wydajna. Jin 1 in. (42), chcac obnizy¢ koszty
jej wytwarzania, transformowali ros$liny tytoniu wprowadzajac do ich genomu gen
el, kodujacy domeng katalityczng termotolerancyjnej celulazy endo-1,4-B-D glu-
kanazy E1 z Acidothermus cellulolyticus. Poddany transformacji tyton wykazywat
wysoki poziom produkcji celulazy.

Bardzo cieckawy jest réwniez pomyst wykorzystania tytoniu do produk-
cji wiokien nici pajeczej. Wiokna takie cechuje duza wytrzymato$¢ potaczona
z elastyczno$cia, przez co znalazlyby one zastosowanie w produkcji sztucznych
Sciegien 1 wiezadel, podlozy komoérkowych dla kosci i chrzastek, a takze im-
plantow i biodegradowalnych mikroszwéw. M enassa i in. (71) transformowali
tyton kostruktami zawierajacymi geny MaSpl i MaSp2, pochodzace od Nephila
clavipes. W konstruktach zastosowano dwa rézne promotory: wzmocniony CaMV
35S oraz nowy tCUP. Obydwa geny z powodzeniem ulegaly ekspresji, co w efekcie
prowadzito do wytworzenia odpowiednich biatek nici pajecze;.

Tabela 4
Przyktady biomaterialow i enzymow uzyskanych w tytoniu
Produkt Uzyty gen Maks. zawarto$¢ Literatura
Bioclastyczny polimer biatkowy| |\ /a pGi21 b.d. Guda i in., 2000 (33)
(PBP)
Ksylanaza xynZ 25,5 ng-g! Chatterjee i in., 2010 (10)
Ksylanaza oA 6% TSP Leelavathi i in., 2003b
(54)
Monelina — stodkie biatko Mon 1,3% TSP Roh i in., 2006 (83)
Polihydroksyalkanolany (PHA) | ubiC 26,5% TSP Viitanen i in., 2004 (103)
Polihydroksyalkanolany (PHA) |phaA, phbB, phbC| 1500 ppm Nakashita i in., 2001 (74)
Polihydroksymaslan (PHB) phbA, phbB, phbC| 1,7 % TSP Lossl i in., 2003 (55)

Wykorzystanie w ochronie Srodowiska

Zdegradowane, zanieczyszczone tereny stanowia obecnie duzy problem. Dotychczas
stosowane fizykochemiczne metody remediacji sa kosztowne, za$ fitoremediacja jest
przyjazng dla srodowiska, potencjalnie efektywniejszg i tansza metoda oczyszczania
gleby z zanieczyszczen niz metody tradycyjne (1). Niektore rosliny majg naturalng
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zdolno$¢ do pobierania zanieczyszczen z gleby i ich degradacji (przeksztatcania)
w mniej toksyczne substancje. W celu zwigkszenia stopnia naturalnej remediacji
mozliwe jest umieszczenie w genomie roslin genow bakteryjnych odpowiedzialnych
za oczyszczanie gleby z niektorych zanieczyszczen, takich jak rte¢, czy 2,4,6-Trini-
trotoluen (TNT) (materiat wybuchowy).

Zanieczyszczenia rtecig spowodowane sa gltownie przez zwigzki metalo-
organiczne — odpady z rolnictwa, gornictwa i przemyshu. Niektore bakterie Gram-
ujemne posiadaja zdolno$¢ do detoksykacji zwigzkéw metaloorganicznych przez
konwersje metylowanej rtgci do rteci metalicznej, ktora jest mniej toksyczng forma
(95). Geny bioragce udzial w detoksyfikacji rteci to: merA i merB. Gen merB kodu-
je liaze odpowiedzialng za rozrywanie wigzan C-Hg, co prowadzi do uwalniania
jonéw Hg*". Gen merA koduje reduktaze, ktora przeksztatca jony Hg* do formy
metalicznej Hg” (95). Abdel Rahman i in. (1) transformowali tyton od-
miany Gold Leaf za pomoca Agrobacterium, niosaca plazmid Ti zawierajacy geny
merA i merB. Odporno$¢ na zwiazki rteci testowano na podtozach zawierajacych fe-
nylooctan rtgciowy (PMA) (ang. phenyl mercuric acetate) i chlorek rteci (IT) HgCL,.
Transgeniczny tyton charakteryzowat si¢ dlugoscig korzeni i suchg masg korzeni
odpowiednio 60 i 17 razy wigksza w stosunku do tytoniu nietransformowanego,
co umozliwia lepsze pobieranie sktadnikéw, w tym wickszej ilosci zwiazkow rteci
i kumulowanie ich w ro$linie (1).

Transgeniczny tyton moze by¢ uzyty takze do fitoremdiacji terenow skazonch
materiatami wybuchowymi. Trotyl (TNT) jest jednym z najbardziej toksycznych
matrialdow wybuchowych. Gram-ujemna bakteria Enterobacter cloacae jest zdol-
na do degradacji trotylu (5). Gen nsfl wyizolowany z E. cloacae koduje enzym
nitroreduktazg (NR), ktory jest odpowiedzialny za redukcje grup nitrozowych tro-
tylu, co w efekcie prowadzi do wytworzenia hydroksyaminodinitrotoluenu i amino-
dinitrotoluenu (24). Hannink i in. (35) przeniesli bakteryjny gen nsfl do tyto-
niu. Transgeniczny tyton tolerowat stezenie trotylu do 0,5 mM, co jest jednoczesnie
granicg rozpuszczalno$ci trotylu w wodzie. W innych badaniach tyton byt transfor-
mowany konstruktem zawierajacym gen onr, rowniez pochodzacy od E. cloacae.
Gen ten koduje reduktaze tetraazotanu (V) pentaerytrytu (PETN) (25). Reduktaza
PETN redukuje PETN i nitrogliceryn¢ do azotynow. Transgeniczny tyton wzrastal
na podtozu zawierajacym 1 mM nitrogliceryny, co byto toksycznym st¢zeniem dla
tytoniu nietrasformowanego. Dowiedziono, Ze transgeniczny tyton zawierajacy geny
nitroreduktazy (NR) i reduktazy PETN, nie tylko toleruja wysokie stezenia trotylu,
nitrogliceryny i tetraazotanu (V) pentaerytrytu, ale rowniez pobieraja go z podloza
i degraduja, czyniac fitodetoksyfikacje mozliwg do zastosowania w oczyszczaniu
terendw zanieczyszczonych materiatami wybuchowymi
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Podsumowanie

Roéliny to skuteczne i wydajne zielone bioreaktory, uzyteczne do produkcji

rekombinowanych bialek w celach medycznych, przemystowych oraz dla potrzeb
ochrony srodowiska. Roslinne systemy ekspresji sg alternatywa dla obecnie pow-
szechnie stosowanych, tradycyjnych systemow opartych na hodowlach bakterii
lub grzyboéw. Wsrod roslinnych systemow ekspresyjnych, tyton wyrdznia si¢
fatwoscig we wprowadzaniu obcych gendéw oraz duzg produkcja biomasy. Przy dal-
szym dynamicznym rozwoju biotechnologii, tyton moze sta¢ si¢ rosling, ktdra nie
bedzie kojarzona z dymem papierosowym, ale bedzie poprawia¢ jako$¢ naszego
zycia zycia
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