
Zadanie 96 Badania cytologicznych i biochemicznych mechanizmów odporności  
roślin w patosystemach pomidor-Phytophthora infestans  
oraz ogórek-Pseudoperonospora cubensis 

 

W roku 2016 badania prowadzono w ramach trzech tematów badawczych.  

1. Oznaczenia wybranych parametrów fizjologiczno – biochemicznych w reakcji roślin na porażenie 
patogenami w patosystemach: pomidor-P. infestans oraz ogórek-P. cubensis 
 

Celem badań były: (i) analizy intensywności generowania reaktywnych form tlenu w roślinach na 
podstawie pomiaru poziomu rodników nadtlenkowego i hydroksylowego, (ii) ocena zmian aktywności 
enzymów roślinnego układu antyoksydacyjnego oraz obronnego (dysmutazy ponadtlenkowej, 
polioksydazy fenolowej, poligalakturonazy, dysmutazy ponadtlenkowej, katalazy, inhibitorów proteaz 
serynowych), (iii) oznaczenie poziomu substancji chroniących przed atakiem patogenów (lignin, fenoli, 
kalozy). 
Dynamikę zmian ww. parametrów określano przed oraz w trakcie infekcji patogenami (0 - 5 dpi). 
Analizy przeprowadzano na 8 liniach pomidora (S. lycopersicum, S. pimpinellifolium, S. habrochaites, 
S. pennelli) oraz 5 liniach ogórka o znanych, określonych uprzednio poziomach odporności/podatności 
na przedmiotowe patogeny. Ze względu na odporność uzależnioną od wieku rośliny, linie pomidora 
inokulowano w trzech fazach rozwojowych: rośliny 4-, 6- i 8-tygodniowe. Ogórki inokulowano w fazie 
2-3 liści. 
Spośród analizowanych reaktywnych form tlenu, w ogórku stwierdzono niewielki istotny wzrost 
zawartości rodnika hydroksylowego od 0 do 5 dpi P. cubensis; przy czym dynamika zmian była wyższa 
dla linii odpornych w porównaniu z kontrolnymi liniami podatnymi. Porównanie aktywności 
polioksydazy fenolowej w porównaniu z zawartością wolnych fenoli, wskazuje na odkładanie 
polifenoli w ścianach komórkowych, jako ważny mechanizm obronny. Ta obserwacja dotyczyła 
szczególnie linii odpornych. Wzrastające aktywności poligalakturonazy oraz dysmutazy 
ponadtlenkowej w trakcie symulowanego ataku patogena wskazują na udział tych enzymów w 
odpowiedzi na infekcje, szczególnie u linii odpornych. 
W pomidorze zaobserwowano zmiany w czasie dla większości badanych parametrów, przeważnie w 
roślinach 6-tygodniowych i 8-tygodniowych, co wydaje się potwierdzać makroskopowe obserwacje 
nabywania przez rośliny odporności na P. infestans z wiekiem. Niewielki istotny wzrost zawartości 
obu badanych aktywnych form tlenu w czasie, zaobserwowano w roślinach 6-tygodniowych i 
starszych, szczególnie w obu badanych formach S. habrochaites. Aktywności polioksydazy fenolowej, 
poligalakturonazy oraz dysmutazy ponadtlenkowej wykazały wzrostowe trendy w czasie, w roślinach 
6-tygodniowych i starszych. Szczególnie wyraźnie widoczna była ta zależność dla poligalakturonazy, 
dla 6-tygodniowych linii odpornych. Rośliny 4-tygodniowe wykazały tendencje wzrostowe tylko dla 
zawartości lignin, wskazując na ten mechanizm obrony przed wnikaniem, jako jedyny dostępny w tej 
fazie. Formy 6- i 8-tygodniowe charakteryzowały się wzrastającą zawartością fenoli, co może 
wskazywać na możliwość odkładania polifenoli w ścianie komórkowej, jako mechanizm obrony 
chemicznej przed patogenem. Tegoroczne obserwacje wskazują na różnice z aktywowanej obrony 
pomidora przed P. infestans w zależności od fazy rozwojowej: młodsze rośliny głównie wzmacniają 
ścianę komórkową przed wnikaniem, a starsze aktywują obronę chemiczną (produkcja aktywnych 
form tlenu, odkładanie polifenoli, itp.). 
 
2. Mikroskopowe analizy patosystemów pomidor-P. infestans oraz ogórek-P. cubensis 
Celem analiz było: (i) użycie barwienia DCF-DA do linii pomidora i ogórka przed oraz po inokulacji 
zawiesiną patogena, (ii) użycie zoptymalizowanego protokołu podwójnego barwienia (aktyna i 
kaloza) na roślinach przed oraz po inokulacji zawiesiną patogena. 



Barwienie DCFDA potwierdziło udział aktywnych form tlenu w odpowiedzi na infekcje w obu 
badanych patosystemach. W ogórku stwierdzono wzrastający ich udział w czasie, z jedynie 
nieznacznym zwiększeniem ich zawartości w liniach odpornych w porównaniu z podatnymi. W 
pomidorze, z racji testowania roślin w 3 fazach rozwojowych, uzyskany obraz był bardziej złożony. 
Generalnie wzrastająca z wiekiem roślin zawartość aktywnych form tlenu wykazywała różnice 
specyficzne gatunkowo. Linie S. pimpinellifolium wykazały wyraźny wzrost z wiekiem, szczególnie 
widoczny dla roślin 8-tygodniowych. Intensywny wzrost aktywnych form tlenu zaobserwowano dla 6-
tygodniowej odpornej linii S. habrochaites, podczas gdy trend dla linii podatnej był dużo łagodniejszy. 
S. pennelli wykazało wzrost zawartości w późniejszych fazach eksperymentu, szczególnie w starszych 
roślinach, a ‘Rumba’ zareagowała wyraźnym wzrostem jedynie w najstarszej badanej fazie. 
Analizy konfokalne wskazały uczestnictwo wiązek aktyny w odpowiedzi komórkowej (odkładanie 
papilli) w obu badanych patosystemach. Ten mechanizm nie podlegał intensyfikacji z wiekiem roślin 
pomidora, ani nie wykazał istotnych różnic między formami podatnymi a odpornymi obu badanych 
gatunków roślin warzywnych, wskazując na powszechność tej reakcji na infekcje patogenami. 

3.  Analiza porównawcza ekspresji (qRT-PCR) wybranych genów w komórkach liści obu gatunków 
przed inokulacją patagenami. 

Celem analiz był dobór starterów oraz optymalizacja profili termicznych qRT-PCR dla transkryptów 20 
genów uczestniczących w obronie przed infekcją w niezainokulowanych roślinach pomidora i ogórka. 
Optymalizowano również transkrypty detekcyjne patogenów: P. infestans (5) oraz P. cubensis (3). 
Zsekwencjonowane amplikony wszystkich badanych linii ogórka, po identyfikacji (BLAST) zestawiono 
bio-informatycznie. Wyniki wskazały istnienie dwóch wewnętrznie spokrewnionych grup, w każdej 
jednak znalazła się jedna kontrolna forma podatna. Wskazuje to na poprawny dobór form do 
projektu. Planuje się podobne zestawienie dla amplikonów pomidora po ich kompletnym 
zsekwencjonowaniu. 
 
Informacja o publikacji wyników w 2016 roku 
Wyniki uzyskane w roku 2015 i 2016 zaprezentowano podczas międzynarodowej konferencji XIth 
Eucarpia Meeting on Genetics and Breeding of Cucurbitaceae 2016, Warszawa, 24-28 lipca 2016: 
 

1. Marcin Nowicki, Urszula Kłosińska, Wojciech Szczechura, Elżbieta U. Kozik. 2016. 
Transcriptome analyses of the cucumber - Pseudoperonospora cubensis pathosystem. In: 
Kozik E.U., Paris H.S. (eds) Program and Abstracts of Cucurbitaceae 2016. Warsaw: 27. 
(Poster + streszczenie w materiałach z konferencji – Załącznik 1). 

2. Marcin Nowicki, Urszula Kłosińska, Wojciech Szczechura, Monika Markiewicz, Iwona Sowik, 
Lech Michalczuk, Elżbieta U. Kozik. 2016. Cellular and biochemical mechanisms of cucumber 
Resistance Against Pseudoperonospora cubensis. In: Kozik E.U., Paris H.S. (eds) Proceedings 
of Cucurbitaceae 2016. Warsaw: 128-131.  
(Prezentacja ustna + recenzowana publikacja w Proceedings z konferencji - Załącznik 2). 
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Załącznik 2 

Nowicki M., Kłosińska U., Szczechura W., Markiewicz M., Sowik I., Michalczuk L., Kozik E.U. 2016. 
Cellular and biochemical mechanisms of cucumber resistance against Pseudoperonospora cubensis. 
In: Kozik E.U., Paris H.S. (eds) Proceedings of Cucurbitaceae 2016. Warsaw: 128-131. 
 
Publikacja dostępna na stronie: 
www.inhort.pl/files/konferencje_2016/cucurbitaceae/Conference%20proceedings%20book.pdf 
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