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

W roku 2020 badania prowadzono w ramach trzech tematow.

Temat badawczy 1
Ocena parametrow morfologicznych i fizjologicznych u wybranych linii ogorka w warunkach
deficytu wody i optymalnego nawadniania

Celem niniejszego tematu byto poréwnanie paramatrow fizjologicznych i morfologicznych oraz
dynamiki wzrostu systemow korzeniowych u 10. linii ogérka uprawianych w ryzoboksach w
warunkach stresu suszy oraz optymalnej wilgotnosci gleby. Stwierdzono, Ze niedobdr wody
znaczaco obnizyt natezenie fotosyntezy i transpiracji oraz przewodno$¢ szparkowa. Sposrdd pigciu
badanych parametréw fizjologicznych u wszystkich ocenianych linii najsilniej zostata zredukowana
przewodnos¢ szparkowa (o ok. 60-75% wzgledem kontroli). Wyjatek stanowita linia B8, u ktorej
parametr ten zostal obnizony o ok. 30%. Analizujac reakcje poszczegélnych linii, najwigksze
obnizenie nat¢zenia fotosyntezy, transpiracji i przewodnos$ci szparkowej obserwowano u B3, SU6 i
SU9. Natomiast najmniejszg redukcj¢ natgzenia fotosyntezy i transpiracji stwierdzono u B 8 SU1 i
SU2. Wartosci wskaznika fluorescencji Fv/Fm byly wyzsze w warunkach deficytu wody u pigciu
linii B8, PW1, PW2a, SU6 i SU7, u trzech linii B3, SU1 i SU2 - na poziomie roslin kontrolnych,
natomiast u pozostatych dwoch linii SU6 1 SU9 byly wyzsze w warunkach optymalnego
nawadniania. U wszystkich linii pod wptywem stresu suszy obserwowano wzrost nat¢zenia zielonej
barwy lisci, co $wiadczy o zwigkszonej zawartosci chlorofilu u roslin stresowanych.

Najwieksza $rednig redukcje dla 10 linii w warunkach deficytu wody stwierdzono dla masy
korzenia (46%), nastgpnie dla masy czgsci nadziemnej (35%), wysokosci rosliny (24%), a
najmniejsza dla liczby lisci (13%). Wyjatek stanowita powierzchnia lisci, ktorej Srednia wartos¢ dla
wszystkich badanych obiektoéw wzrosta o 6%. Najmniejsza redukcja czterech z pigciu ocenianych
cech morfologicznych odznaczato si¢ pie¢ linii SU1, SU2, SUS, SU6 i SU7, a w przypadku
powierzchni liSci zanotowano u nich wzrost tego parametru w warunkach stresu suszy wzgledem
kontroli 0 22-54%. Wysokos¢ roélin u linii SU2 i SU5 wzrosta odpowiednio o 11 i 20% w
odniesieniu do kontroli, natomiast u linii SU6 pozostala na poziomie roslin optymalnie
nawadnianych. Roéwniez u dwoch linii SUS i SU6 zanotowano wzrost liczby lisci wzgledem
kontroli.

Na podstawie analizy zeskanowanych obrazow wykazano rdznice w dynamice wzrostu i
sumarycznej dlugosci systeméw korzeniowych miedzy liniami zaréwno w warunkach
kontrolowanych, jak i stresowych. Niezaleznie od zadanego poziomu nawodnienia u wszystkich
linii stwierdzono znaczne réznice w dlugosci korzeni pomigdzy trzema terminami obserwacji.
Najwieksza redukcje dtugosci korzenia (50%) w stresie suszy zaobserwowano u linii SUL. U trzech
linii SUS, SU6 1 SU2 parametr ten obnizony byt odpowiednio o 13, 21 i 27% wzgledem kontroli, a
u linii PW1 byt na poziomie kontroli. U pozostatych pigciu linii SU7, SU9, PW2A, B3 i B§ w
warunkach niedoboru wody w II i III terminie obserwacji zanotowano istotnie dtuzszy korzen niz w
warunkach optymalnego nawadniania. Na wyr6znienie zastuguje linia SU 9, ktora w stresie suszy
charakteryzowala si¢ najbardziej dynamicznym wzrostem korzeni oraz najwigksza jego dlugoscia
we wszystkich trzech datach pomiaréw wykonanych w odstepach tygodniowych.

Temat badawczy 2
Charakterystyka tla genetycznego tolerancji ogorka na niedobor wody

Celem niniejszego zadania badawczego bylo okreslenie allelizmu czynnikéw tolerancji ogorka na
stres deficytu wody zadany w fazie kietkowania nasion. Materiat do badan stanowity nasiona dwaoch



komponentow rodzicielskich B3 (P1) i B8 (P2) o bardzo dobrej zdolnosci kietkowania w
warunkach stresu suszy oraz ich populacje mieszancowe: Fi, RF1, F2, BciP1, BciP2. Nasiona
wyktadano do szalek wcze$niej wytozonych bibulg nasaczong 18% PEGsooo, indukujagcym stres
suszy. W czwartej dobie wszystkie badane populacje charakteryzowaty si¢ bardzo dobra energia
kietkowania na poziomie 99-100%. Nie stwierdzono takze pomigdzy nimi istotnych réznic pod
wzgledem wskaznika DTG okreslajacego sredni czas kietkowania nasion, ktorego warto$ci miescity
si¢ w bardzo waskim przedziale od 2 do 2,24.

Badania nad okresleniem allelicznego charakteru czynnikdéw tolerancji ogorka na stres suszy w fazie
kietkowania nasion przeprowadzono w oparciu o rozktad fenotypoéw w pokoleniach mieszancowych
otrzymanych ze skrzyzowania dwoch tolerancyjnych linii B3 1 B8. Mieszance F1 ze skrzyzowan
tych linii, bez wzgledu na kierunek krzyzowania (F1 vs RF1) nie wykazaty r6znic we wskaznikach
DTG oraz w rozktadzie fenotypow. Nie obserwowano takze segregantow w pokoleniu F2 ani w obu
skrzyzowaniach wstecznych (BciP1, BciP2), a rozklad cechy w analizowanych populacjach byt
bardzo zblizony do tolerancyjnych komponentoéw rodzicielskich, co sugeruje iz obie linie
rodzicielskie posiadaja podobne uwarunkowania genetyczne zdolnosci kietkowania nasion w
warunkach niedoboru wody.

Temat badawczy 3

Porownawcze analizy transkryptoméw tolerancyjnych i wrazliwych linii ogorka na stres
niedoboru wody

Celem badan byta analiza poréwnawcza zmian w ekspresji gendw pod wpltywem stresu suszy w
czterech liniach ogoérka zréznicowanych pod wzgledem badanej cechy, w tym linie: B3
(tolerancyjna) 1 SU6 (wrazliwa), ktére w 2018 roku zostaly poddane wyskoprzepustowemu
sekwencjonowaniu transkryptomow. Na podstawie uzyskanych wynikow RNAseq zidetyfikowano
944 genow ulegajacych istotnie zréznicowanej ekspresji (DEGs, differentially expressed genes).
Geny wykazujace podobne tendencje w profilach ekspresji, pogrupowano w 9 klastrow z
wykorzystaniem hierarchicznego klastrowania i aglomeracyjnej metody grupowania Warda.

Na podstawie otrzymanych wynikow profili ekspresji z analizy RNAseq oraz danych
literaturowych, dotyczacych gendow odgrywajacych znaczaca role¢ w mechanizmach tolerancji
ogorka, wybrano 18 gendw, ktérych ekspresje weryfikowano metoda qPCR. Zauwazono wyrazne
réznice we wzorze zmian ekspresji pod wptywem stresu niedoboru wody u wiekszosci wybranych
do walidacji gendw pomigdzy analiza RNAseq i qPCR. U jedenastu z 18 walidowanych gendéw
odnotowano wyzszy poziom ekspresji po 8 godzinach od momentu zadania czynnika stresowego u
tolerancyjnej linii B3 w poréwnaniu do wrazliwej SU6. Wraz z uptywem czasu (poddawanie roslin
stresowi niedoboru wody) poziom ekspresji tych genow ulegat obnizeniu u linii B3. Natomiast w
przypadku wrazliwej linii SU6 ilo$¢ ww. transkryptéw ksztattowata si¢ na relatywnie niskim 1 dos¢
wyrownanym poziomie przez caly okres zadawania stresu lub ulegata niewielkim fluktuacjom
(wzrost/spadek) w analizowanych progach czasowych. Na szczegolne wyroznienie w grupie tych
gendw zastuguja cztery geny: CsGy4G012200, CsGy6G005230, CsGy2G012510 oraz
CsGy7G015300, kodujace odpowiednio biatka: argonaut 5, ERDG6-like 16 zwigzane z transportem
cukrow, dehydryng LEA oraz biatko zwigzane z wczesng odpowiedzig na odwodnienie. Ich poziom
wzglednej ekspresji w pierwszych 8 godzinach od momentu zadania stresu niedoboru wody byt
przynajmniej trzykrotnie wyzszy w tolerancyjnej linii B3 anizeli u linii wrazliwej SU6.

Analizowano réwniez wzgledny poziom ekspresji badanych gendéw po trzech tygodniach
trwania eksperymentu (22 dni od momentu zadania czynnika stresowego) u czterech linii
réznigcych si¢ reakcja na stres niedoboru wody (wrazliwa linia SU6, trzy linie o réZnym poziomie
tolerancji: B3, SU2 i SU5). W przypadku 11 gendéw poziom wzglgdnej ekspresji byt najwickszy u
wrazliwej linii SU6, przewyzszajac znacznie pod tym wzgledem wszystkie trzy tolerancyjne linie.



Podsumowanie i najwazniejsze osiggniecia projektu

1.

Opracowano metode testowania ogorka na stres niedoboru wody w warunkach laboratoryjnych
(faza kietkowania nasion i faza siewek) oraz w warunkach szklarniowych (faza rozsady,
kwitnienia 1 owocowania), ktora umozliwita efektywna selekcje genotypoéw tolerancyjnych i
wrazliwych.

. Okreslono parametry morfologiczne, fizjologiczne i biochemiczne, ktére moga by¢ wskaznikiem

tolerancji ogorka na deficyt wody.

. Wyjasniono mechanizm dziedziczenia zdolnosci kietkowania nasion ogérka w warunkach

deficytu wody u tolerancyjnej linii B3 oraz wykazano podobne uwarunkowania genetyczne tej
cechy u dwoéch linii tolerancyjnych B3 1 B8, co umozliwi wybdér odpowiedniej metody
introdukcji tolerancji na stres suszy w fazie kietkowania do wrazliwych odmian/linii ogorka.

. Na podstawie analizy transkryptomoéw zidentyfikowano trzy geny, ktore cechowatly si¢

zwigkszong wzgledng ekspresja u tolerancyjnej linii B3, i z tego wzgledu moga by¢ potencjalnie
wykorzystane do identyfikacji markeréw zwigzanych z tolerancjg ro$lin ogoérka na stres
niedoboru wody.

. Uzyskane wyniki badah byly prezentowane na pigciu konferencjach zagranicznych oraz
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