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Prace zostaly wykonane w ramach badan podstawowych na rzecz postepu biologicznego
w  produkcji roslinnej na podstawie decyzji Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi
nr HOR.hn.802.8.2018, Zadanie 98.

Analiza wptywu hipoksji na zwigkszenie tolerancji
na stresy u pomidora (Lycopersicon esculentum L.)
1 ogorka (Cucumis sativus L.)

Analysis of the effects of exposure to hypoxia on increase stress tolerance at tomato
(Lycopersicon esculentum L.) and cucumber (Cucumis sativus L.)

Stowa kluczowe: hipoksja, ogorek, pomidor, stres, zalanie

CEL BADAN

W hodowli roslin znany jest proces wzbudzania odpornosci roslin poprzez dziatanie
czynnikiem stresowym o umiarkowanej intensywnosci. Celem zadania badawczego jest
zastosowanie stresu obnizonego st¢zenia tlenu w glebie (hipoksji) w stadium rozsady
do uaktywnienia mechanizméw odpornosci (tolerancji) na czynniki $rodowiskowe
u pomidora i ogérka. W 2018 roku zrealizowano dwa tematy badawcze, tj. (1) Analiza
genetycznych, biochemicznych 1 fizjologicznych podstaw odpowiedzi ro6znych
genotypow pomidora i ogorka na hipoksje, (2) Ocena efektywnosci dziatania stresu
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hipoksji w stadium siewki na zwigkszenie odpornosci roslin na stres obnizonego st¢zenia
tlenu w glebie. Celem podjetych badan byta ocena wplywu hipoksji w obrgbie systemu
korzeniowego pomidora i ogdérka na morfologi¢ roslin, na aktywno$¢ wybranych
zwigzkéw o charakterze antyoksydacyjnym i aktywnos¢ fotosyntetyczng, na akumulacje
fitohormondéw (auksyn, cytokinin, kwasu abscysynowego i prekursora etylenu — ACC),
ekspresje genow 1 wybranych biatek. Ponadto cel badan stanowito poréwnanie dynamiki
wzrostu ro$lin oraz wielkosSci i jako$ci plonu owocow pomidora i ogorka traktowanych
i nietraktowanych stresem hipoksji w fazie rozsady.

MATERIAL I BADANIA

Obiektami badan byly 2 genotypy pomidora oraz 2 linie DH ogorka. Rosliny
po osiagnieciu stadium 2—4 lisci wtasciwych podzielono na 3 grupy roslin:
1. pierwsza grupa (kontrolna) uprawiana byta bez zastosowania warunkoéw stresowych,
2. druga grupa (oznaczona jako 1xH) =zostala potraktowana stresem obnizonej
zawartosci tlenu w obrebie systemu korzeniowego poprzez zalanie wielodoniczek
woda przez okres 7 dni,
3. trzecia grupa (oznaczona jako 2xH) zostala potraktowana stresem hipoksji poprzez
zalanie przez okres 7 dni, po czym po 14 dniach od ustania warunkéw stresowych
rosliny z tej grupy ponownie poddane zostaty hipoksji przez kolejne 7 dni.

WYNIKI BADAN

Wyniki dotyczace oceny cech morfologicznych badanych obiektow pomidora i ogorka
wskazujg na zroznicowang odpowiedZz genotypow na stres zalania. Wykazano
zroznicowanie mi¢dzygenotypowe oraz mi¢dzygatunkowe. U pomidora siedmiodniowy
stres zalania spowodowal wolniejszy przyrost roslin genotypu wrazliwego na stres
ograniczonego dostepu tlenu. Z kolei u badanych linii DH ogdrka na skutek 7 dni stresu
nie wykazano zréznicowania w wysokosci roslin kontrolnych i roslinami poddanymi
stresowi zalania. Roznice w wysokosciach roslin ogorka zaobserwowano dopiero po 28
dniach trwania do§wiadczenia, gdzie wysokos¢ roslin potraktowanych podwdjnie stresem
hipoksji byla znacznie nizsza w stosunku do roslin kontrolnych. Swieza masa czesci
nadziemnej roslin badanych genotypow pomidora i ogorka zwigkszata si¢ wraz czasem
trwania doswiadczenia. W przypadku obiektow wrazliwych na stres zalania, stwierdzono
wiekszg mase roslin nietraktowanych stresem w poroéwnaniu do roslin zalanych przez
okres 7 dni. Zaobserwowano tworzenie si¢ korzeni bocznych zarowno u pomidora, jak
iogorka u roslin poddanych stresowi zalania. U pomidora wigcej korzeni bocznych
zaobserwowano u genotypu okreslonego jako wrazliwy, natomiast w przypadku ogorka
u genotypu tolerancyjnego na stres hipoks;ji.

Na podstawie analizy zawarto$ci dwoch zwigzkéw o charakterze antyoksydacyjnym,
tj. kwasu askorbinowego i glutationu stwierdzono, ze zastosowane warunki hipoksji
wplywajg na zmiany w uktadzie antyoksydacyjnym roslin pomidora i ogorka. Zawartos¢
glutationu zmienita si¢ u roslin tolerancyjnych na stres zalania poddanych dwukrotnie

296



Pomidor i Ogorek

stresowi, tj. wzrosla u pomidora, a zmniejszyta si¢ u ogorka, co wskazuje to wyraznie
na odmienne reakcje ros$lin o wyzszej i nizszej wrazliwoSci na stres hipoksji.
W przypadku badanych genotypéw ogorka i pomidora nie zaobserwowano istotnych
statystycznie zmian w zawarto$ci kwasu askorbinowego.

W wyniku analizy fitohormonéw u pomidora stwierdzono dwukrotnie wyzsza
zawartos¢ auksyn (IAA i IBA) w liSciach pomidora wrazliwego na hipoksje. Sposrod
wolnych cytokinin najwicksza akumulacje w lisSciach wykazata cis-zeatyna (c-ZEA).
U obydwu genotypow pomidora zaobserwowano akumulacje ABA w liSciach po 48
godzinach od zalania ro$lin jednokrotnie. W efekcie drugiego zalania po 48 godzinach
stwierdzono najnizszg zwarto$¢ ABA, ale tylko u genotypu tolerancyjnego na hipoksje.
Wzrost poziomu ACC w lisciach stwierdzono po 24 godzinach od pierwszego zalania
ro$lin u genotypu tolerancyjnego na stres zalania.

W oparciu o immunodetekcj¢ wybranych biatek w warunkach hipoksji w korzeniach
pomidora stwierdzono obecno$¢ dehydrogenazy alkoholowej (ADH) wylacznie u roslin
traktowanych stresem hipoksji. Wyzszg akumulacje ADH zarejestrowano u wrazliwego
na stres hipoksji obiektu, a powtdrna hipoksja nie zintensyfikowata akumulacji ADH.
Z kolei tolerancyjny na hipoksje¢ obiekt pomidora cechowala nizsza akumulacja biatka
Rap2.12 stanowiacego czynnik transkrypcyjny biorgcy udzial w aktywacji ekspres;ji
genoéw odgrywajacych kluczows role w aklimatyzacji roslin na stres hipoks;ji.

Zsekwencjonowanie transkryptoméw zwigzanych zregulacjg ekspresji gendow
(mikroRNA) aktywowanych pod wptywem hipoksji u dwoch obiektow pomidora
pozwolita zidentyfikowac¢ od 258 do 314 czasteczek miRNA, z czego tylko 95 byty to
czgsteczki miRNA opisane w bazie MiRBase dla pomidora. Szczegdétowa analiza
pozioméw ekspresji miRNA pozwolita wskaza¢ czasteczki miRNA specyficzne
dla obiektu tolerancyjnego na hipoksje oraz wrazliwego genotypu. Stwierdzono wigksza
liczbe miRNA o zroznicowanej ekspresji dla roslin poddanych dwukrotnemu zalaniu.
Wsréd transkryptow regulowanych przez czasteczki miRNA zidentyfikowano transkrypty
kodujace biatka zwigzane z mechanizmami odpowiedzi na stres hipoksji.

Analiza poziomu ekspres;ji transkryptow zidentyfikowanych in silico u dwoch geno-
typow ogorka w warunkach hipoksji wykazata roznice w ekspresji badanych gendéw
pomiedzy ro$linami nietraktowanymi a traktowanymi stresem hipoksji. Stwierdzono
rowniez réznice we wzglgdnym poziomie ekspresji genéw miedzy badanymi liniami DH
ogorka. Genotyp wrazliwy ogdrka charakteryzowal si¢ zwigkszong aktywnoS$cig genu
dehydrogenazy alkoholowej zwigzanej z przeksztalceniem aldehydu do etanolu, przy
jednoczesnej oksydacji NADH do NAD'. Na podstawie analizy ekspresji genu
kodujacego dlugotancuchowg syntaze acylo-CoA (lacs) mozna wnioskowaé, ze linia
ogoérka toleranycjna na stres hipoksji uruchamia intensywnie mechanizmy zwigzane
z aktywnoscig systemu antyoksydacjnego. Stwierdzono rdéznice w poziomie ekspresji
genu oksydazy 1-aminocyklopropano-1-karboksylanu (aco) w odpowiedzi na stres
hipoksji u badanych linii ogorka wykazujacych si¢ przeciwstawng reakcja na ograniczony
dostep tlenu, co $wiadczy o zroéznicowanym mechanizmie zwigzanym z odpowiedzig
na ww. stres.
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W wyniku poréwnania dynamiki wzrostu roslin oraz wielkosci 1ijakosci plonu
owocow pomidora i ogorka traktowanych 1 nietraktowanych stresem hipoksji w stadium
rozsady stwierdzono zréznicowanie mig¢dzygenotypowe i miedzygatunkowe w odpo-
wiedzi na stres hipoksji u roslin pomidora i ogorka w fazie owocowania. Potraktowanie
roslin ogorka linii wrazliwej stresem hipoksji w fazie rozsady spowodowato uzyskanie
wigkszego plonu w poréwnaniu do roslin nietraktowanych stresem. Podwojny stres
hipoksji w fazie rozsady spowodowal zmniejszenie zawartosci kwasu askorbinowego
w owocach pomidora i zwigkszenie zawartosci cukrow rozpuszczalnych u linii ogorka
wrazliwej na badany stres.
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