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Cele projektu w 2023 roku

—> Przeprowadzenie oceny fenotypowe;j wybranych obiektow fasoli pod wzgledem
reakcji na stres niedoboru wody w rdéznych jej fazach rozwoju: kietkowanie,
stadium siewki, faza kwitnienia (kontynuacja badan: Il etap - 100 obiektdow).

—> Kontynuowanie prac nad tworzeniem kolekcji genotypow fasoli o zréznicowanym
pochodzeniu i zestawie réznych cech uzytkowych na potrzeby analiz genetycznych
i mapowania molekularnego.

—> Monitoring wystepowania obwoddkowej i ostrej bakteriozy fasoli w rdznych
rejonach Polski z ukierunkowaniem na tworzenie kolekcji bakterii patogenicznych
z rodzaju Pseudomonas oraz Xanthomonas.

Charakterystyka kolekcjonowanych izolatow Xanthomonas sp. oraz Pseudomonas
sp. (kontynuacja badan).

—> Przeprowadzenie oceny fenotypowej wybranych obiektéw fasoli pod wzgledem
reakcji na inokulacje izolatami X. phaseoli pv. phaseoli (XANTPH) oraz X. citri pv.
fuscans (XANTFF), bedacych sprawcami ostrej bakteriozy fasoli w Polsce.

—> Uzyskanie pokolenia F, ze skrzyzowania obiektéw skrajnie zréznicowanych pod
wzgledem reakcji na porazenie XANTPH oraz XANTFF, niezbednego do
wyprowadzania wysoce homozygotycznych linii na potrzeby analizy genetycznej
i mapowania molekularnego odpornosci fasoli na ostrg bakterioze.

Zatozone w projekcie cele zostaly zrealizowane w 100% |I'IHO|'t 2"
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Ocena fasoli pod wzgledem reakcji na stres niedoboru wody ‘

Ocena reakcji 100 obiektéw na stres niedoboru wody w

trzech fazach rozwojowych:
o w fazie kietkowania: testy szalkowe, 18% PEG; —
FGP (maks. % skietk. nasion), GE3 (energia kietk. w 3
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dobie, GSI (indeks szybkosci kietkowania);

o w fazie siewek: testy szalkowe, 12% PEG; u
HL (df. hypokotyla), RW (sucha masa korzenia), RL
(sumaryczna dt. korzenia);

o w fazie kwitnienia/zawigzywania strgkow:

doswiadczenie pojemnikowe, war. szklarniowe,
wilgotno$é podtoza: 55%-65% (kontrola) i 38% (stres) pF;

PN (liczba strgkdw/1 rosl.), PY (masa strgkow z 1 rosl.).

Zaleznosci pomiedzy parametrami opisujgcymi reakcje
fasoli na stres suszy w fazie kietkowania, siewek oraz
kwitnienia i zawigzywania strgkdw okazaty sie
nieistotne, co moze wskazywaé na inne mechanizmy
warunkujgce tolerancje fasoli w poszczegdlnych fazach
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Mapa cieplna oraz analiza skupiel rdznicujaca badane
obiekty fasoli pod wzgledem wrazliwosci na susze w

rozwoju. oparciu o indeks wrazliwosci dla wybranych parametréw
w poszczegdlnych fazach rozwojowych
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Ocena fasoli pod wzgledem reakcji na stres niedoboru wody cd.

Wptyw stresu niedoboru wody na wartos¢ indeksu stresu (procentowa zmiana wartosci wybranych
parametrow w stresie wzgledem kombinacji kontrolnej) - na podstawie danych ze 100 obiektéw fasoli

Faza . . T Kwitnienie i
Kietkowanie Siewki : . -
zawigzywanie strgkow
FGP GSI HL DR LR PN PY
Cecha max % skietk. | indeks szybkosci dtugosc sucha masa sumaryczna df. liczba masa
nasion kietk. hypokotyla korzenia korzenia strgkow stragkéw
Srednia 49,9 26,3 46,7 118,5 92,8 63,0 48,7
Min-Max | 0-100 0-89,6 23-83,2 162,1-221,9/42,1-165,7|1,2-119,3| 0-80,6
CV (%) 70,4 81,0 30,7 20,9 27,9 23,0 26,2
5 obiektow
FAS252, FAS245, FAS221A FAS178, FAS243, FAS108
.b d .« e ’ ’ 4 11 1 1 1 2 2 1 ’ ’ ’
e FAS215, FAS186 Sy [RSHHOE FSIAL, [T 5100 b FAS152, FAS114
5 obiektow
FAS135, FAS119, FAS147 FAS120, FAS213, FAS118
najbardziej ' ' ' FAS203, FAS227, FAS207, FAS131, FAS210 ' ' '
tolerancyjnych FAS138, FAS131 FAS147, FAS107

Zidentyfikowane obiekty fasoli, charakteryzujace sie skrajnie rézng reakcjg na stres suszy, we
wszystkich fazach rozwoju (szczegdlnie w fazie kietkowania), stanowig cenny materiat
wyjsciowy do przeprowadzenia szerokiego zakresu badan (molekularne, fizjologiczne,
genetyczne) majacych na celu zrozumienie mechanizmdéw odpornosci na stres suszy.
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Gromadzenie zasobow genetycznych fasoli

Powiekszenie zgromadzonej do tej pory kolekcji fasoli zwyczajnej o kolejne 50 obiektow
pochodzacych z zasobdéw genowych:

o NAFC Piestany, Sfowacja: 16 obiektow;
o NPGS Pullman, USA: 7 obiektdow;
o KCRZG Radzikow, Polska: 27 obiektow.

Obecnie zgromadzona kolekcja nasion fasoli liczy 250 obiektéw
zroznicowanych pod wzgledem:
o cech morfologicznych (typ wazrostu, typ uzytkowy,
zroznicowany ksztatt i wybarwienie nasion, itp.);

o reakcji na czynniki stresowe, zarowno biotyczne jak i
abiotyczne;

o pochodzenia geograficznego (w tym uwzgledniono obiekty
dostepne na rynku krajowym i terenach o szerokosci
geograficznej i klimacie zblizonym do Polski).

W wyniku rozmnozenia wsobnego uzyskano nasiona 63 obiektow.

InHort..
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Kolekcjonowanie bakterii z rodzaju Pseudomonas i Xanthomonas

>

B Pseudomonas

B Xanthomonas

W Massilia

W Microterricola

B Microbacterium
Frigoribacterium

Pozostate

Klasyfikacja rodzajowa wyodrebnionych bakterii z
symptomatycznych roslin fasoli w 2023 roku

Monitoring w pieciu lokalizacjach: Skierniewice (Lédzkie),
Stupia Wielka (Wielkopolskie), Wegrzce (Matopolskie),
Tarnow (Dolnoslaskie) oraz Przectaw (Podkarpackie).

109 izolatow bakterii uzyskanych z porazonych roslin fasoli
- prawie poftowa zostata zaklasyfikowana do rodzaju
Pseudomonas (37%) oraz Xanthomonas (13%).

Izolaty Pseudomonas spp. (rpoB) reprezentowane byty
przez 10 gatunkdw; najliczniejsze: P. viridiflava (10 iz.,
25%), P. coleopterorum (8 iz., 20%) oraz P. congelans (8
iz., 20%).

Nie zidentyfikowano zadnego izolatu P. savastanoi pv.
phaseolicola - sprawcy obwddkowej bakteriozy fasoli.

W grupie Xanthomonas, na podstawie analizy
porownawczej sekwencji genu gyrB, 13 izolatow
zidentyfikowano jako X. phaseoli pv. phaseoli
(wszystkie pochodzity z jednej lokalizacji — Stupia
Wielka).

W przeciwienstwie do dwdch poprzednich lat, w
biezgcym roku nie zidentyfikowano wsréd
pozyskanych izolatdw gatunku X. citri pv. fuscans.
Podobnie, jak w roku 2021 zidentyfikowano jeden
izolat X. arboricola (W4-2).

w42

E£U498851.1 Xanthomonas arboricola pv. juglandis strain ICMP 35 gyrase su bunit B (gyr8) gene partial cds

NZ UIHB01000001.1:5013-7457 Xanthomonas euroxanthea strain GPBF 424 isolate CPBF 424 whole genome shotgun sequence
EU498954.1 Xan atoria strain ICMP 63 gyrase subunit B (gyrB) gene partial cds

EU498892.1 Xanthomonas vasicola strain ICMP 3103 gyrase subunit B (gyrB) gene partial cds

EU498993.1 Xanthomonas oryzae strain IGMP 3125 gyrase subunit B (gyrB) gene partial cds

4il188090433|gb[EU499052.1] Xanthomonas bromi strain IGMP 12545 gyrase suburit B (gyrB) gene partial cds

% CFBP6165

CFBP4834

MK610527.1 Xanthomonas citri strain GFBP2538 DNA gyrase su bunit B (gyrB) gene partial cds

il188090233|gb[EU498952.1]

EU007531.1 Xanthomo

38 | KX437709.1 Xanthomon:

KX437708.1 Xanthomon:

KT585789.1 Xanthomonas cai

sL10

sLo

sLe-2

sLe-1

sL7

sL62

SL6-1

sLs

s4

sL3

sL22

sL2-1

CFBP6164

CFBP8462

GFBP84T9

GGB2135

nas axonopodis pv. axonopodis strain ICMP 50 gyrase subunit B (gyrB) gene partial cds
ICPPB 3434 DNA gyrase B (gyrB) gene partial cds

ICMP 16690 GyrB (gyrB) gene partial cds

icatoria strain ICMP 109 GyrB (gyr8) gene partial cds

mpestris pv. phaseoli strain LIMG29033 GyrB gene partial cds

—_—
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Charakterystyka kolekcjonowanych izolatow Pseudomonas i Xanthomonas

18 izolatéw (9 z rodzaju Pseudomonas, 9 z rodzaju Xanthomonas) z kolekcji 2021

Pseudomonas syringae P. viridiflava

I I I

FAS10B-2 FAS10B3 FAS20A-2 FAS25A1 FAS34A1 FASS51-2 FASS54-1 FAS1-1  FAS7B-2

Wzrost intensywnosci objawow
O P N W b U1 OO N 00 O

Stopien porazenia fasoli wg. skali 1-9, gdzie 1 oznacza brak objawdw, a 9
— najwyzszg intensywnos¢ porazenia.

X. axonopodis pv. phaseoli X. citri pv. fuscans

il I
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FAS1-2 FAS3 FAS4A FAS5 FAS13 FAS 8 FAS 28 FAS 31 FAS 37

Wozrost intensywnosci objawow
O B N W b 1 O N 0 ©

Oba izolaty P. viridiflava byty patogeniczne
wzgledem fasoli, natomiast w przypadku
izolatéw P. syringae, tylko dwa sposrod
siedmiu badanych wykazywaty
patogenicznos¢ w stosunku do roslin fasoli.

Niezaleznie od gatunku Xanthomonas,
wszystkie badane izolaty okazaty sie
patogeniczne wzgledem fasoli, aczkolwiek
cechowaty sie one rézng agresywnoscia.

li ;}\&phaséﬁ ‘@ fuscans ’
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Charakterystyka wybranych izolatéw Pseudomonas i Xanthomonas cd.

Amplifikacja DNA technika , odcisku palca” dla sekwencji BOX oraz ERIC wykazata, ze izolaty
wszystkich badanych taksonéw cechujg sie zréznicowaniem genetycznym, przy czym w
przypadku gatunkédw Pseudomonas heterogeniczno$¢ badanych sekwencji byta znacznie
wyzsza w porodwnaniu do izolatow X. phaseoli pv. phaseoli oraz X. citri pv. fuscans.

Przyktadowy elektroforogram produktéw reakcji PCR z uzyciem Przyktadowy elektroforogram produktéw reakcji PCR z uzyciem
startera BOX1 (lewa strona) oraz ERIC1R i ERIC2 (prawa strona) startera BOX1 (lewa strona) oraz ERIC1R i ERIC2 (prawa strona)
ilustrujacy zréznicowanie genetyczne izolatéw ilustrujacy zréznicowanie genetyczne izolatow

P. syringae i P. viridiflava X. phaseoli pv. phaseoli oraz X. citri pv. fuscans

M1 2 SRR 5F 6 7489 M 1 IR S 6 R S Y

M SR M5 ® 16~ ‘7 "8 9

M — marker standard masowy DNA O’'GeneRuler 100-3000 bp (Thermo M —marker standard masowy DNA O'GeneRuler 100-3000 bp (Thermo
Scientific), 1 - FAS10-B2, 2- FAS10-B3, 3 - FAS25-A1, 4 - FAS20-A2, 5 Scientific), 1~ FAS1-2, 2- FAS3, 3 — FAS4A, 4 -FASS5, 5 - FAS13, 6 -
—FAS34,6 - FAS51A2, 7 - FAS54-1, 8 - FAS1-1, 9 -FAS7B-2 FAS8, 7 - FAS28, 8 - FAS31,9 - FAS37
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Ocena reakcji roslin fasoli na porazenie przez X. phaseoli pv. phaseoli (FAS9-1) oraz X. citri pv. fuscans
(FAS36) w warunkach kontrolowanych

Zrdznicowanie fenotypowe 90 obiektéw fasoli pod wzgledem poziomu podatnosci na XANTPH i XANTFF

1,1 8,57 9 7,73 2,0 -1,92 5,71 26,0
1,1 8,67 9 7,71 2,2 -1,90 5,44 28,4
FAS9-1 Badane obiekty fasoli wykazywaty umiarkowane

zroznicowanie w reakcji na porazenie izolatami
FAS9-1 (XANTPH) oraz FAS36 (XANTHFF), przy
dominacji obiektéw podatnych. Ta relatywnie niska
zmienno$¢ moze potencjalnie ogranicza¢ ich
przydatno$¢ do mapowania asocjacyjnego.

Zidentyfikowane odporne obiekty mogg stanowié
potencjalne zrodio odpornosci na przedmiotowe
patogeny. Ich wykorzystanie w hodowli fasoli moze
przyczyni¢ sie do wyprowadzenia materiatow
wyjsciowych dostosowanych do lokalnych populacji

Dystrybucja obiektow w poszczegdlnych grupach porazenia 21 dni | Patogenu, i co istotne, uwzgledniajgcej oba taksony

po inokulacji roslin; wywoftujgce ostrg bakterioze.
Ocene porazenia dokonywano wg dziewieciostopniowej skali (1-9).
Rosliny z klas: 1-2 klasyfikowane sg jako odporne (R), 3-4 — srednio odporne

(MR), 5-6 — srednio podatne (MS), 7-9 — podatne (S). InHort as
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l Generowanie populacji do mapowania loci odpornosci na ostrg bakterioze fasoli

w112 13 14 1S 16 17

Przyktadowy rozdziat elektroforetyczny produktéow PCR amplifikowanych ze
starterem BM187 dla populacji F, (FAS097 x FAS052) oraz jej form rodzicielskich

celem weryfikacji statusu mieszancowego.
. . J . . Rosliny oznaczone 1-17 reprezentuja kolejne rosliny pokolenia F
Rozmnozenie dwdch populacji F; fasoli M: marker wielkosci GeneRuler 100bp Plus DNA Ladder (Thermo Scientific)

w warunkach szklarniowych

Metoda z wykorzystaniem markerow SSR jest wysoce efektywna

Liczba roslin F, o Liczba , w identyfikacji mieszancow fasoli. Przy jej udziale potwierdzono

. . Masa nasion . , . .
potwierdzonym statusie  uzyskanych Q) lub  wykluczono  mieszanicowe  pochodzenie  wszystkich

L [ analizowanych roslin.

FAS097 x FAS052 Otrzymanie nasion pokolenia F, dla skrzyzowar opartych na
36 6503 1447 1 dwédch rdéznych formach odpornych (FAS097 i FAS099) umozliwi
FAS099 x FAS052 kontynuowanie prac nad wyprowadzeniem populacji mapujacej
28 7905 2080.9 (RIL-e). Populacja ta bedzie wykorzystana do przeprowadzenia

analizy genetycznej i mapowania molekularnego odpornosci fasoli
na ostrg bakterioze w kolejnych etapach badan.

Wyniki dotyczgce optymalizacji metod testowania tolerancji fasoli na stres suszy w fazie kietkowania zaprezentowano na VI Zjezdzie PTNO -
,Przyjazne srodowisku ogrodnictwo w zyciu wspdtczesnego cztowieka” 20-22 czerwca 2023 roku na Uniwersytecie Warminsko-Mazurskim w

Olsztynie



