Zadanie 102 Opracowanie genetycznych, fizjologicznych i biochemicznych podstaw tolerancji
ogorka na stres niedoboru wody

W roku 2016 badania prowadzono w ramach dwéch tematéw badawczych. Celem badan byto: (i) ocena
parametrow morfologicznych kolejnych 14 linii ogérka pod wzgledem tolerancji/wrazliwosci na
deficyt wody w fazie kietkowania nasion oraz w fazie licieni, (ii) okreSlenie parametrow
fizjologicznych w dwéch fazach wzrostu i rozwoju ogdérka uprawianego w warunkach stresu suszy
oraz optymalnej wilgotnosci gleby, (iii) poréwnanie wielkosci systemu korzeniowego wybranych linii
ogorka w warunkach optymalnego nawadniania oraz suszy glebowej.

Temat badawczy 1
Ocena parametréw fizjologicznych i morfologicznych w réznych fazach wzrostu i rozwoju ogorka
uprawianego w warunkach stresu suszy oraz optymalnej wilgotnosci gleby.

Kontynuowano badania nad poszukiwaniem linii ogérka z tolerancjg na stres niedoboru wody
zarowno w fazie kietkowania nasion, jak i w fazie siewek. W tym celu oceniono 14 nowych linii ogérka
wedtug metody zoptymalizowanej w roku 2015, stosujgc 18% PEGgy, Obnizajgcy potencjat wody.
Wyniki wykazaty zréznicowane reakcje ocenianych linii w odpowiedzi na stres suszy. Trzy linie B 3,
SU12 i B8 wyrdznity sie najlepszymi parametrami kietkowania w warunkach deficytu wody.
Natomiast najdtuzszym hypokotylem i systemem korzeniowym oraz najwiekszg biomasg siewki
odznaczaty sie linie SU 9 i B 3. Podobnie jak w roku poprzednim, wzrost korzenia byt w wiekszym
stopniu ograniczony przez PEG niz wzrost hypokotyla. Zdolno$é kietkowania nasion ogérka oraz
dtugos¢ korzeni i hypokotyla w fazie siewek byty wyraznie skorelowane z tolerancjg lub wrazliwoscig
na stres suszy fizjologicznej.

W fazie rozsady i kwitnienia oceniono parametry fizjologiczne i morfologiczne 8 innych linii ogdrka
uprawianych w szklarni w warunkach stresu suszy glebowej (-)40 kPa oraz optymalnej wilgotnosci
gleby (-)5 kPa. Deficytowy poziom wilgotnosci wprowadzono w doswiadczeniu | (faza rozsady) od
momentu wyksztatcenia liscieni, natomiast w doswiadczeniu Il (faza kwitnienia), od pojawienia sie
inicjalnych pakdéw kwiatowych w 5. pierwszych weztach. W trakcie oddziatywania stresu suszy
oceniono natezenie fotosyntezy, transpiracji, przewodnos¢ szparkowsa, fluorescencje i zawartosé
wzgledng chlorofilu. Znacznie wieksze obnizenie badanych parametréw fizjologicznych obserwowano
w fazie kwitnienia niz w fazie rozsady. Sposréd osmiu badanych linii najmniejszg redukcjg wszystkich
parametréow fizjologicznych charakteryzowaty sie linie SU 1 i SU 2, ktére rowniez fenotypowo nie
wykazywaty objawéw wiedniecia, co pozwolito zaklasyfikowac je do linii tolerancyjnych na stres
wodny. Natomiast do linii wrazliwych zaliczono linie SU 8 i SU 9, odznaczajace sie w obu fazach
rozwoju znacznym obnizeniem natezenia fotosyntezy, transpiracji i przewodnosci szparkowej, co
Swiadczy o niskiej zdolnosci aklimatyzacyjnej ich aparatu fotosyntetycznego do warunkéw stresu
wodnego.

Stres wodny ograniczyt wzrost i rozwdj roslin wszystkich linii ogérka w fazie rozsady i kwitnienia,
czego potwierdzeniem byta redukcja wysokosci rosdlin, masy korzenia i czesci nadziemnej oraz
zahamowanie kwitnienia. Sposrdd ocenianych parametréw morfologicznych, deficyt wody najmniej
redukowat wzrost rosliny, a najsilniej mase korzenia. Najmniejszy stopien redukcji masy korzenia w
stosunku do kontroli stwierdzono u linii PW 1. Zanotowano takze, ze stres suszy najstabiej ograniczyt
kwitnienie u linii SU 2.

Poréwnano dynamike wzrostu oraz wielkosci systemu korzeniowego 10 linii ogérka rosngcych w
ryzoboksach w warunkach suszy glebowej oraz optymalnego nawadniania. W trakcie uprawy roslin
skanowano ich systemy korzeniowe. Analiza zeskanowych obrazéw z wykorzystaniem programéw
Image) oraz WIinRHIZO wykazata réznice w dynamice wzrostu systemdéw korzeniowych u linii
niezaleznie od warunkéw testowania. U trzech linii SU 1, SU 2 i PW 1 niedobdér wody stymulowat
wzrost korzeni odpowiednio o 54, 40 i 34% w pordéwnaniu do kontroli. U pozostatych 7 linii



obserwowano redukcje dtugosci systemu korzeniowego pod wptywem stresu. Po 4 tygodniach badan
(faza drugiego liscia) dokonano pomiaréow wysokosci roslin, powierzchni liscia, Swiezej masy korzenia
i czesci nadziemnej roslin. Najmniejszg redukcje wartosci tych cech stwierdzono u linii SU 2 i SU 1, co
moze wskazywaé na ich wyzszy poziom tolerancji na stres wodny w stosunku do pozostatych linii.

Temat badawczy 2
Oznaczenia wybranych parametréw biochemicznych w reakcji wybranych genotypdow ogdérka na stres
suszy (faza rozsady i kwitnienia)

Celem badan byto okreslenie parametrow biochemicznych zwigzanych z reakcja 8 linii ogdérka na stres
deficytu wody zadany w fazie rozsady (doswiadczenie I) i kwitnienia (doswiadczenie Il). Stres suszy
zadawano w sposdb opisany w Temacie Badawczym 1. Niedobdr wody utrzymywano przez 7 dni dla
fazy rozsady i przez 10 dni dla fazy kwitnienia. Ostatniego dnia trwania suszy oceniono reakcje roslin
ogérka na stres spowodowany deficytem wody. W tym celu oznaczono w lisciach nastepujace
parametry: wzgledng zawartos¢ wody (RWC), zawarto$¢ reaktywnych form tlenu: rodnikéw
nadtlenkowego (0,”) i hydroksylowego (OH®), aktywno$¢ enzyméw rodlinnego uktadu
antyoksydacyjnego (peroksydaza gwajakolowa GPX, dysmutaza ponadtlenkowa SOD, katalaza CAT,
peroksydaza askorbinianowa APX) oraz zawarto$¢ poliamin (putrescyny PUT, spermidyny SPD,
sperminy SPM, kadaweryny CAD).

Stres suszy glebowej wywotat spadek potencjatu wody gleby i obnizenie wzglednej zawartosci
wody (RWC) w tkankach lisci. Najwiekszy spadek uwodnienia odnotowano u linii SU 2 zaréwno w
fazie rozsady, jak i kwitnienia. Deficyt wody w lisciach spowodowat wzrost poziomu obu reaktywnych
form tlenu u wszystkich badanych linii ogérka zaréwno w fazie rozsady, jak i kwitnienia, przy czym
wzrost ten byt wyzszy u roslin mtodszych niz u roslin starszych. Najwyzszy poziom rodnika OH™ w
stresie suszy i jednoczesnie jego najwiekszy wzrost wzgledem kontroli zanotowano w fazie rozsady u
linii PW 2A, DM 97 i SU 8, natomiast w fazie kwitnienia u PW 1 i PW 2A. Najwieksze podwyzszenie
poziomu rodnika O,"” obserwowano w fazie rozsady u linii PW 2A i SU 8, natomiast w fazie kwitnienia
u liniiSU 8,SU 1iSU 2.

Stres wodny wptynat réwniez na zmiany aktywnosci enzymoéw antyoksydacyjnych: GPX, SOD,
CAT, APX. Stwierdzono wiekszy wzrost aktywnosci oznaczanych enzyméw u roslin poddanych
dziataniu deficytu wody w fazie rozsady w poréwnaniu do roslin stresowanych w fazie kwitnienia. W
fazie rozsady najwiekszg aktywnos¢ stwierdzono dla APX i GPX u linii SU 2. Znaczny wzrost aktywnosci
GPX wykazaty réwniez linie PW 7 i DM 97. Podobnie wysoki wzrost aktywnosci APX zanotowano u
linii SU 8. Aktywnos$¢ CAT byta najwyzsza u linii SU 8, SU 9 i PW 1, natomiast poziom SOD u wszystkich
linii byt na poziomie roslin kontrolnych (niestresowanych). W fazie kwitnienia, stwierdzono obnizenie
aktywnosci oznaczanych enzymdw antyoksydacyjnych w stosunku do roslin kontrolnych u wiekszosci
linii: PW 1, PW2A, PW 7, DM 97, SU 1. Podobnie jak w fazie rozsady, najwiekszy wzrost APX
odnotowano u linii SU 2. Wzrost aktywnosci SOD i CAT obserwowano u linii SU 9 i SU 8. Najnizszg
aktywnosé, ponizej poziomu roslin kontrolnych u wszystkich linii, stwierdzono dla GPX.

Deficyt wody spowodowat réwniez zréznicowang akumulacje poliamin w lisciach ogérka w
obu badanych stadiach rozwojowych. Najwyzszy poziom konstytutywny stwierdzono w przypadku
SPD, natomiast jej srednia akumulacja po stresie wodnym byta najmniejsza w stosunku do innych
badanych poliamin. Najwyzszg zawarto$¢ SPD w warunkach stresu wodnego obserwowano u linii
SU9 w obu badanych fazach rozwojowych. Pomimo, ze zawartos¢ konstytutywna SPM byta
wielokrotnie mniejsza niz SPD, to jednak jej akumulacja po stresie byta najwyzsza w poréwnaniu z
innymi poliaminami w fazie rozsady. Natomiast w fazie kwitnienia najwiekszy wzrost wzgledem
kontroli stwierdzono dla KAD. Rozpatrujgc sumaryczng zawartosé poliamin w fazie rozsady nastgpit
jej wzrost w stosunku do kontroli u linii PW 1, SU9, PW2A, SU1 i DM 97, natomiast w fazie
kwitnieniauSU 1, PW 7,SU 9, DM 97i SU 2.
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Optimization of Testing Methods of Cucumber
for Drought Tolerance

Urszula KtOSINSKA, Elibieta U. KOZIK, Waldemar TREDER, Krzysztof KLAMKOWSKI
Research Institute of Horticulture, Konstytucji 3 Maja 1/3, 96-100 Skierniewice, Poland

Objectives and Materials

Drought is one of the most important abiotic factors that reduce cucumber seed germination and emergence, and as a result, the crop's productivity.
We assessed 'Wisconsin SMR 18' for germinability and early seedling growth using three concentrations (15, 18, 25%) of polyethylene glycol 8000 (PEG) to induce
the drought stress.

The aim of this study was to optimize the testing methods and to evaluate the drought tolerance in cucumber.

Methods
Germination test Seedling test

" three concentrations of PEGggq: 15, 18, and 25% v growth chamber set at 24/20+1°C day/night under a 12 h photoperiod
200 seeds in four replications (50 seeds/replication/dish) ¥ three concentrations of PEGggq,: 15, 18, and

" square dishes (10x10 cm), lined with two layers of absorbent filter paper ¥ 50 germinated seeds (radicle 210 mm) were placed on filter paper in each
saturated with 4 mL of PEG r 4 mL of ddH,O (centrol) dish saturated with 5 mL PEGggy, or 5 mL ddH,O (control)
seed germination (radicles 2 3 mm) examined daily during seven days of ¥ seedlings growth was scored after seven days using a camera image and
incubation in unlighted incubator set at 25+1°C the WinRHIZO program (Regent Instruments, Québec, Canada)

" data were expressed as energy of germination (GE), germination index v measurements of entire root systems (main and lateral) and hypocoty! length
(GI), and mean number of days to germination G) were provided on scanned images of seedlings

Results
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Results and Conclusions

Significant influence of PEG concentration on the germination percentage, root length, hypocotyl length, and fresh weight was obtained. All values decreased with
increasing PEG concentration. Differences in germination ability were noticed regarding following parameters: energy of germination (GE), germination index (Gl), and
mean number of days to germination (DTG) (Figure 1, Table 1). No significant differences for germinability was noticed under 15% PEG treatment in comparison with the
control conditions (H,0). However, 25% PEG treatment completely inhibited germination of ‘Wisconsin SMR 18’. PEG 15, 18, and 25%, limited the root growth by 54, 75,
and 93% respectively (Figure 2a). The smallest losses in fresh weight were observed under 15% PEG treatment (Figure 2c).

The level of drought stress at 18% PEG defined in this study as most suitable for differentiating drought tolerance of cucumber genotypes, will be used in the
subsequent search for sources of this trait.
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[P42] Optimization of Testing Methods of Cucumber for Drought Tolerance
Urszula Ktosinska, Elzbieta U. Kozik, Waldemar Treder, and Krzysztof Klamkowski
Research Institute of Horticulture, Skierniewice, Poland

Drought is one of the most important abiotic factors that reduces cucumber seed
germination and emergence and, as a result, crop productivity. The aim of this study was to
optimize the testing methods and to evaluate drought tolerance in cucumber. We assessed
‘Wisconsin SMR 18’ for germinability and early seedling growth using three concentrations
(15, 18, and 25%) of polyethylene glycol 8000 (PEG) to induce the drought stress. The results
showed a significant influence of PEG concentration on germination percentage, root length,
hypocotyl length, and fresh weight. All values decreased with increasing PEG concentration.
Differences in germination ability were noticed regarding the following parameters: energy
of germination (GE), germination index (Gl), and mean number of days to germination (DTG).
No significant differences for germinability were noticed under the 15% PEG treatment in
comparison with the control conditions (H,0). However, 25% PEG treatment completely
inhibited germination of ‘Wisconsin SMR 18’. Our findings showed that PEG 15, 18, and 25%
limited root growth by 54, 75, and 93%, respectively. The smallest losses in fresh weight
were observed under the 15% PEG treatment. The level of drought stress defined in this
study as most suitable for differentiating drought tolerance of cucumber genotypes, 18%
PEG, will be used in the subsequent search for drought-tolerant cucumber germplasm.
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Differential Effects of Drought Stress on Germination
and Seedling Growth of Cucumber Accessions

Urszula KtOSINSKA, Elibieta U. KOZIK, Waldemar TREDER, Krzysztof KLAMKOWSKI
Research Institute of Horticulture, Konstytucji 3 Maja 1/3, 96-100 Skierniewice, Poland

Objectives and Materials

The objective of this study was to search for and identify sources of drought tolerance in cucumber germplasm, based on seed germination and growth of young

seedlings subjected drought stress. We screened 16 cucumber accessions. Four of them, PW 2, PW 2A, SU 2 and DM
2, Poland and the remaining ones were obtained from the NCRPIS, Ames, lowa, U.S.A.

Horticulture, Skiernie:

97, were bred at the Research Institute of

Methods

Germination Test

Germination testing was conducted in an unlighted incubator set at 25£1°C.
For each of the 16 accessions, 200 seeds in four replicates (50
seeds/replication/dish) were placed in square dishes (10x10 cm), lined with
two layers of absorbent filter paper saturated with 4 mL of 18% PEG

mL of ddH,0 (control). Seeds were considered germinated when the radicle
had extended for at least 3 mm. Seed germination was observed and
recorded daily for seven days. Data were expressed as energy of
germination (GE), germination index (Gl), and mean number of days to
germination (DTG).

Seedling Test

Seedling growth tests were conducted in a growth chamber set at 2
under a 12 h photoperiod. For each of the 16 accessions, 50 germinated
e =10 mm) were placed on filter paper in each dish saturated with 5 mL
PEG; while for the control 5 mL ddH,O were added. For each
on under each condition (stress or control), three independent
biological replicates of one dish were scored after seven days using a camera
i and the WinRHIZO program (Regent Instruments, Québec, Canada).
Measurements of entire root systems (main and lateral) and hypocotyl length
were provided on scanned images of :.ee;illnga

Results
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Figure 1. Energy of germination at 18% PEG of 16 cucumber accessions

Germination ability of three cucumber accessicns after 7 days under 18% PEG treatment

Seedlings growth unwo cucumber accessions after days
under 18% PEG treatment
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Figure 2. Percent decrease in tolal root
length (a). hypocotyl length (b). and fresh
weight (c) under the 18% PEG treatment in
ccomparison with the control treatment (H,0).

Figure 3. Correlation between lotal root and hypocotyl length
for 16 cucumber accessions grown under control treatment
(H,0) and under 18% PEG treatment.

Conclusions

» Seed germination, fresh weight, and root and hypocotyl length can be used as traits for rapid selection of drought-tolerant genotypes of cucumber
» Three accessions: Ames 4759, PW 2, and PW 2A, expressed the highest germination ability under PEG-induced drought stress

» The accessions SU 2 and DM 97 had the highest drought tolerance level at the seedling stage

» Mechanisms mediating drought-stress tolerance during germination are probably different from those that mediate drought-stress tolerance

of seedlings

» The mosttolerant and most sensitive genotypes might prove useful for elucidating the genetic mechanism(s) of drought tolerance in cucumber
» The accessions identified as possessing drought tolerance are potentially useful in breeding programs directed toward drought tolerance

in cucumber
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