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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 genotypow chmielu, a takze wdrazania nowo-
czesnych metod wspierajacych prace hodowlane. W tworzeniu nowych odmian coraz
szerzej wykorzystywane sg techniki molekularne, utatwiajace dobor 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 roslin 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$é na choroby Iub szkodniki, a takze cechy jakosciowe.

Znajomo$¢ genetycznego zroéznicowania odmian chmielu oraz stopnia ich pokre-
wienstwa jest szczegoélnie istotna dla hodowcow, pomaga bowiem w precyzyj-
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nym konstruowaniu programéw hodowlanych. Dobér odpowiednich partnerow
do krzyzowan pozwala realizowac¢ strategie hodowlane skierowane na uzyskanie
réznorodnych celow. Prawidtowa identyfikacja genotypow chmielu jest rowniez
podstawa funkcjonowania bankow genow. Cechy morfologiczne ro$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



Kierunki badan naukowych wspierajgce doskonalenie genotypow chmielu 23

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.



30 Urszula Skomra, Marcin Przybys, Anna Trojak-Goluch

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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