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Badania cytologicznych 1 biochemicznych
mechanizmow odpornosci roslin w patosystemach
pomidor — Phytophthora infestans oraz ogorek —

Pseudoperonospora cubensis

Studies of cytological and biochemical mechanisms of plant resistance in the
pathosystems tomato — Phytophthora infestans and cucumber —
Pseudoperonospora cubensis

Stowa kluczowe: fitohormony, inhibitory biosyntezy etylenu, maczniak rzekomy, zaraza ziemniaka

Celem podjetego tematu jest wyjasnienie biochemicznych i molekularnych podstaw
odpornosci pomidora na Phytophthora infestans (Mont.) de Bary i ogoérka —
Pseudoperonospora cubensis [(Berk. et Curt.) Rostov.], sprawcy — odpowiednio —
zarazy ziemniaka oraz maczniaka rzekomego. Badania prowadzone w 2018 roku miaty
natomiast na celu: (i) okreSlenie zmian w poziomie ekspresji wybranych genow
kodujacych biatka zaangazowane w mechanizmy obronne u pomidora w odpowiedzi
na infekcje P. infestans, (ii) okreslenie roli etylenu w regulacji reakcji odpornosciowych
W procesie patogenezy i generowaniu reakcji odpornosciowych u ogoérka i pomidora,
przed i po infekcji patogenami, oraz (iii) zbadanie mozliwo$ci indukcji systemicznej
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odpornosci przy pomocy egzogennych fitohormondéw: jasmonian metylu (Me-JA), kwasu
salicylowego (SA) oraz kwasu DL-B-aminobutyrowego (BABA) w obu patosystemach.

WYNIKI

Analiza zmian w poziomie wzglednej ekspresji wybranych gendow zaangazowanych
w indukcje mechanizméw obronnych roslin pomidora przed patogenami, w tym: syntazy
kalozy (CalSyn), biatek zwigzanych z patogenezg (PR, ang. pathogenesis related, PRI,
PR2, PR3, PR5, PR6, PR7), markerow biosyntezy i transdukcji kwasu jasmonowego
(LOX2, AOS, AOC2, OPR3) i kwasu salicylowego (pAD4, cprl), oraz wakuolarnej
endoproteazy (VPE). Obiektem badan bylo 5 linii dzikich gatunkéw pomidora
zroznicowanych pod wzgledem reakcji na porazenie przez P. infestans: "WV 700/,
LA 1604, L 3708, LA 1033 oraz LA 722 (Nowakowska i in., 2014). Dynamike¢ zmian
ekspresji ww. gendw analizowano w komorkach liSci pomidora, przed i po inokulacji
roslin P. infestans w r6znych odstepach czasowych po: 2, 4, 6, 12, 24, 48, 72 godzinach
od inokulacji (hpi). Zauwazono réznice w poziomie ekspresji wickszo$ci analizowanych
transkryptow w zaleznosci od poziomu odpornosci na P. infestans badanych linii.
Niezaleznie od badanego transkryptu bardzo zblizony wzor zmian ekspresji odnotowano
u linii LA 1604 i L 3708. U linii LA 1033 zaobserwowano wyrazng indukcje¢ ekspresji
genéw PR-1, PR-2 i PR-5 poczawszy od 2 lub 4 godziny po inokulacji. Podwyzszony
poziom ww. transkryptow zauwazono réwniez u podatnej linii LA 722, jednak
w odroznieniu od odpornej linii LA 1033 ich aktywacja nastgpowata znacznie pozniej,
bo dopiero po 72 hpi. Warto jednak doda¢, ze poziom ekspresji badanych transkryptow
w linii LA 722 byl wielokrotnie wyzszy w poréwnaniu z linia LA 1033. W przypadku
pozostatych linii odpornych (‘WV 700, L3708, LA 1604) poziom akumulacji ww.
transkryptow praktycznie nie zmieniat si¢ w odpowiedzi na porazenie przez P. infestans.
Podobne zaleznos$ci zaobserwowano w przypadku poziomu ekspresji genow zwigzanych
z biosyntezg kwasu salicylowego (p4D4, cprl). U trzech linii: WV 700, L 3708, LA 1604
zaobserwowano aktywacje transkryptu VPE juz w 4 godzinie po inokulacji, co moze
sugerowac na wystgpowanie reakcji nadwrazliwosci w tych liniach. Na uwagg zashuguje
rowniez podwyzszony poziom ekspresji genu kodujacego syntaze kalozy u linii LA 1033,
ktérego maksymalny poziom wystepowat w 48 hpi. U pozostatych linii pomidora poziom
akumulacji tego transkryptu nie ulegat wigkszym zmianom w odpowiedzi na inokulacje
roslin patogenem. Przeprowadzone w poprzednim roku dla pigciu populacji ogorka (trzy
odporne: ‘Ames 2354°, PI 197088, PI 330628, dwie podatne: PI 175695, ‘Coolgreen’)
analizy ekspresji wybranych genow: PAL, LiPOX, CalSyn, PRIb, PR2a, PR2b, PR3a,
PR3b, PRS5, PR7, MT2bL-1, LOX2, AOS, AOC2, OPR3, PDF1.2, pAD4, crpl, VPE
zwigzanych z reakcja na porazenie P. cubensis wykazaly, ze w genotypach podatnych
(PI1 175695, ‘Coolgreen’) do aktywacji badanych genow dochodzito po 36 hpi, natomiast
w liniach odpornych: ‘Ames 2354°, P1 197088, PI 330628 ich akumulacja nastgpowala
wczesniej, bo juz w 8 hpi. Szczegdlnie wyraznie ten trend byl obserwowany dla trans-
kryptow PR2, PR3 i PR5. Nalezy jednak doda¢, ze podobnie jak w przypadku podatnej
linii pomidora, ekspresja ww. transkryptow u roslin genotypéw podatnych byla
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zdecydowanie wigksza w porownaniu do linii odpornych. Stwierdzono takze wyzszy
poziom ekspresji syntazy kalozy w liniach odpornych w pordéwnaniu do obiektow
podatnych. Na uwage zastuguje rowniez to, ze u ‘Ames 2354’ i P1 175695 odnotowano
wzmozong indukcje transkryptu VPE. Znakowanie fluorescencyjne DCF-DA pozwolito
na wykrycie nagromadzenia reaktywnych form tlenu w zainfekowanych tkankach ogorka.

Celem okre$lenia roli etylenu w regulacji reakcji odpornosciowych w procesie
patogenezy 1 generowaniu reakcji odpornosciowych, rosliny obu gatunkéw przed
inokulacja patogenami potraktowano inhibitorami jego biosyntezy: amino-
etoksywinyloglicyng (AVG) oraz tiosiarczanem srebra (STS). W przypadku ogorka,
u wszystkich badanych odmian/linii niezaleznie od ich poziomu odpornosci
na P. cubensis (odporne: ‘Ames 2354’, P1197088, PI 330628, podatna PI 175695)
potraktowanie roslin przed inokulacja roztworem AVG ograniczyto produkcje etylenu
w poréwnaniu do kontroli (rosliny nietraktowane inhibitorem, ale opryskane inokulum),
nie mialo jednak wpltywu na stopien porazenia roslin przez patogena. W wyniku
opryskania roslin roztworem STS odnotowano wzrost produkcji etylenu w poréwnaniu
do kontroli, przy czym byt on zdecydowanie wigkszy w przypadku linii odpornych (5 do
10 razy). U wszystkich linii STS wptynat korzystnie na zmniejszenie objawdw maczniaka
rzekomego, co szczegolnie bylo widoczne u roslin podatnej linii PI 175695. Podobne
zalezno$ci w zakresie stosowania AVG i STS stwierdzono w przypadku pomidora.
Oprysk AVG ograniczyt produkcje etylenu nie wplywajac jednak na stopien porazenia
ro§lin przez P. infestans. Natomiast potraktowanie roslin roztworem STS byto bardziej
efektywne prowadzac do zmniejszenia objawOéw zarazy ziemniaka u wszystkich
badanych linii pomidora (‘"WV 700", LA 1604, L 3708, LA 1033, LA 722).

Oceniano réwniez wpltyw egzogennie podanych: SA, Me-JA i BABA na przebieg
patogenezy i indukcje odpornos$ci na P. cubensis u ogorka (P1 175695 i ‘Coolgreen’) oraz
na P. infestans u pomidora ('Rumba', LA 722). Niezaleznie od badanego patosystemu,
opryskiwanie roslin przed inokulacjg zarowno roztworem SA (1 mM), jak i Me-JA (1.7
mM) nie miato wptywu na stopien porazenia ro$lin przez P. cubensis i P. infestans.
Zaroéwno rosliny traktowane, jak i nie nietraktowane ww. substancjami cechowaly si¢
podobnym, wysokim stopniem porazenia w testach fitopatologicznych. Badania
z zastosowaniem kwasu DL- B-aminobutyrowego w stezeniu 2000 pg/l (BABA)
przeprowadzone na dwoch odmianach ogorka (P1 175695 i ‘Coolgreen’) wykazaty jego
istotny wplyw na zwigkszenie odpornosci odmian podatnych. Dwukrotne potraktowanie
ro$lin przed inokulacjg patogenem roztworem BABA spowodowato ograniczenie
objawow maczniaka w stosunku do kontroli o odpowiednio 60 (PI175695) i 45%
(‘Coolgreen’), po 7 dpi. W przeciwienstwie do ogorka, w przypadku pomidora nie
stwierdzono korzystnego wplywu roztworu BABA (1000 ug/l) na nasilenie objawow
zarazy ziemniaka u obu testowanych odmian.

WNIOSKI

1. Dla kazdego z badanych patosystemow, poziom ekspresji wybranych do badan
genow byt zalezny od poziomu odpornosci testowanych linii/odmian. Generalnie
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aktywacja gendow kodujacych bialka zaangazowane w mechanizmy obronne
upomidora i ogorka takich jak: PRI, PR3, PR5, cprl, pad4, w odpowiedzi
na infekcje odpowiednio P. infestans oraz P.cubensis nastgpowala szybciej
w liniach/odmianach odpornych niz w podatnych.

Wzrost poziomu reaktywnych form tlenu oraz wzrost ekspresji transkryptu VPE
obserwowany u ‘Ames 2354° 1 PI 175695 w odpowiedzi na inokulacje roslin
P. cubensis moze wskazywac¢ na wystepowanie u tych linii odporno$ci typu HR.
Szybka aktywacja (4 hpi) oraz nadekspresja transkryptu VPE w WV 700, L 3708,
LA 1604 moze swiadczy¢ o reakcji nadwrazliwosci w badanych liniach pomidora.
Potraktowanie ro$lin pomidora i ogorka przed inokulacjg patogenami roztworem STS
spowodowalo indukowanie odpornosci u odmian podatnych. Znaczny wzrost
produkcji etylenu na skutek potraktowania roslin roztworem STS moze sugerowac, iz
etylen moze uczestniczy¢ w mechanizmach odporno$ciowych.

Ani jasmonian metylu ani kwas salicylowy nie indukuje odpornosci pomidora na
zaraz¢ ziemniaka i ogorka na maczniaka rzekomego. Zastosowanie roztworu BABA
miato korzystny efekt na ograniczenie objawdéw maczniaka rzekomego u ogorka,
natomiast u pomidora nie indukowato mechanizméw odpornosci u roslin podatnych.
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