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Cele projektu w 2024 roku

— Wytypowanie panelu obiektow fasoli o zréznicowanej tolerancji na stres niedoboru wody

T w fazie kietkowania oraz kwitnienia na potrzeby mapowania asocjacyjnego.

— Ocena fenotypowa wybranych obiektow fasoli pod wzgledem reakcji na inokulacje
izolatami X. phaseoli pv. phaseoli (XANTPH) i X. citri pv. fuscans (XANTFF), bedacych

sprawcami ostrej bakteriozy fasoli w Polsce (kontynuacja badan).
T2
— Kontynuowanie prac nad wyprowadzaniem biparentalnej populacji mapujgcej, ztozonej

z rekombinacyjnych linii wsobnych na potrzeby analizy genetycznej i mapowania
molekularnego odpornosci fasoli na ostrg bakterioze.

— Monitoring wystepowania obwodkowej i ostrej bakteriozy fasoli w rdéznych rejonach
geograficznych Polski z ukierunkowaniem na tworzenie kolekcji izolatdw bakterii
T3 patogenicznych z rodzaju Xanthomonas i Pseudomonas.

— Charakterystyka izolatéw Xanthomonas spp. i Pseudomonas spp. (kontynuacja badan).

Zatozone w projekcie cele zostaty zrealizowane w 100%



Materialy i Metody

T1 Ocena reakcji fasoli na stres niedoboru wody w fazie:

Kwitnienia
v’ 94 obiekty
v" warunki szklarniowe

Kietkowania

v/ 188 obiekty

v warunki laboratoryjne
v’ testy szalkowe

v’ stres suszy: 18% PEG
v' 8 dni

Ocena stopnia podatnosci fasoli na ostrg bakterioze
v 90 obiektdw fasoli (II tura)
v’ 2 izolaty: bFAS9-1 (XANTPH), bFAS36 (XANTFF)
v" inokulacja - wieloigtlowe nakiuwanie lisci
v’ ocena po 14 i 21 dpi wg 9-stopniowej skali:
od 1 (brak objawow) do 9 (najwyzsza int. porazenia)

T3 Kolekcjonowanie bakterii z rodzaju Xanthomonas i Pseudomonas

Monitoring wystepowania obwodkowej i ostrej bakterlozy fasoll
lustracje upraw fasoli w 5 lokalizacjach Polski 2

identyfikacja bakterii i okreslenie ich pozycji
taksonomicznej - metody klasyczne i molekularne,
spetniajace kryteria klasyfikacji obu gatunkow.

v wilgotno$¢é podioza: 55%-65% (kontrola) i 38% (stres) pF

v' traktowanie suszg kontynuowane przez 21 dni

v' po zakoAczeniu trwania suszy: przywrdcenie podlewania
do poziomu 55%-65% pF do momentu dojrzatosci strgkow

Generowanie populacji RIL do mapowania qenow

odpornosci na ostra bakterioze fasoli:
v' rozmnozenie wsobne pokolenia F,

v" 2 cykle reprodukcyjne
(uzyskanie pokolenia F5 i F,)

v metoda SSD

Charakterystyka izolatow Xanthomonas z kolekcji
2021-2023:
ocena patogenicznosci — 19 izolatow
analiza zréznicowania genetycznego izolatéw na
podstawie sekwencji repetytywnych BOX i ERIC



Wyniki (wybrane) i Wnioski

T1: Ocena fasoli pod wzgledem reakcji na stres niedoboru wody

Wplyw stresu niedoboru wody na wartos¢ indeksu stresu (procentowa zmiana
wartosci wybranych parametrow w stresie wzgledem kombinacji kontrolnej)
na podstawie danych z oceny dla 94 obiektow fasoli

Kwitnienie i zawigzywanie strgkow

Cecha | | jczba strakéw | Sucha masa Liczba nasion Masa nasion

(PN) strgkow (PY) (SN) (SY)
Srednia + Sd 65,0 + 14,6 41,6 £ 9,9 47,9 + 9,9 41,3 + 9,7
Min-Max | 42,4 -110,5 21,7 - 73,6 23,1 -76,8 13,8-72,1

CV (%) 22,4 23,9 20,6 23,4

5 obiektow
najbardziej  FAS019, FAS100, FAS108, FAS114, FAS143

wrazliwych

5 obiektow
najbardziej FAS017, FAS049, FAS057, FAS086, FAS052A

tolerancyjnych

Badane obiekty fasoli réznity sie reakcjg na stres suszy w fazie kwitnienia, co potwierdzajq
szerokie zakresy wartosci (Min, Max) dla ocenianych parametréw w warunkach stresu.
Obiekty te stanowig cenny materiat wyjsciowy do przeprowadzenia szerokiego zakresu
badan (molekularne, fizjologiczne, genetyczne), majacych na celu zrozumienie
mechanizmdw odpornosci na stres suszy.




Wyniki (wybrane) i Wnioski

T1: Ocena fasoli pod wzgledem reakcji na stres niedoboru wody

Mapa cieplna oraz analiza skupien rdznicujgca badane obiekty
fasoli pod wzgledem wrazliwosci na susze glebowg
w fazie kwitnienia, okreslong na podstawie masy nasion/na
rosline (SY) z wykorzystaniem nastepujgcych indeksow: SSPI
(Stress Susceptibility Percentage Index), TOL (Tolerance), SSI
(Stress Susceptibility Index), 9% R (%HReduction), YI (Yield
Index), DI (Drought Resistance Index) oraz RDI (Relative
drought index).

|

Kazda kolumna reprezentuje inny parametr, a kazdy wiersz inny obiekt
fasoli. Wartosci wskaznikéw w catej macierzy poddano skalowaniu.

Intensywnos¢ koloru swiadczy o réznicach w wartosci w obrebie danego
parametru pomiedzy obiektami. L

— L

Obiekty o podwyzszonej tolerancji na susze:
SSPI, TOL, SSI, %R < 1

YI, DI, RDI >1

Na mapie cieplnej wyrodzniajg sie cztery obiekty (FAS017, FAS049, FAS086,
FAS186) o stosunkowo niskich wartosciach SSPI, TOL, SSI i %R a wysokich
YI, DI, RDI, co wskazuje na ich wyzszg tolerancje na stres suszy w fazie
kwitnienia, w poréwnaniu do pozostatych obiektow. SSPI TOL SSI %R YI DI  RDI

S

=




Wyniki i Wnioski

T2: Ocena reakcji roslin fasoli na porazenie przez X. citri pv. fuscans (bFAS36) oraz
X. phaseoli pv. phaseoli (bFAS9-1) w warunkach kontrolowanych

bFAS9-1 bFAS36

Podstawowe statystyki opisowe dla oceny stopnia porazenia 90 obiektow fasoli

T T N T T N T

bFAS36 (XANTFF) 17,3
bFAS9-1 (XANTPH) 1,1 8,4 9,0 7,6 1,8 9,0 24,2

”

6”
44

O Badane obiekty fasoli charakteryzowaty sie zmiennoscig '

50- %bmsse - pod wzgledem reakcji na porazenie izolatami nalezgcymi ‘«Q
g | bFASS-1 e do dwoch gatunkdéw Xanthomonas spp. tj.: bFAS 9-1 FAS080
3 (XANTPH) oraz bFAS 36 (XANTFF), z wyraznie zaznaczong
; - dominacjg obiektéw podatnych.

5 . O Wykazano istotny wptyw obiektu, izolatu (taksonu) oraz
B interakcji "obiekt x izolat” na stopien porazenia badanych
& | obiektdw fasoli.
B Q Wspé’fczypnik korelacj,i pomiedzy $rednim stopniem
. e i s . - , o ] _poszcze_golnych_ obiektow przez bFAS36 i bFASS9-1 byt ‘
—— istotny i wynosit r = 0,655.
O Przeprowadzone testy (lacznie 180 obiektow w latach

Dystrybucja  obiektow ~w poszczegdlnych klasach  2023-2024) wskazujg na ztozong problematyke odpornosci

porazenia 21 dni po inokulacji roslin . . . . i
Ocene porazenia dokonywano wg skali od 1 (brak objawéw fasoli na bakterane choroby (np' domlnaC]Q odmian

W

chorobowych) do 9 (najwyzsza intensywnoéé porazenia). podatnych), identyfikujac obszary wymagajace dalszych

;R)o:lim,/ z(;das: (11-2 klas(yl\ljlillgwsa%e Saf”adk" odpzrne (le)v,ls) badan, zwfaszcza w kontekscie rozwijania skutecznych

-4 - Srednio odporne , 5-6 - srednio podatne , . . > .

2-9 - podatne (S). strategii hodowli odpornosciowej tego gatunku w Polsce. FAS116




Wyniki i Wnioski

T2: Generowanie populacji RIL do mapowania gendw odpornosci na ostra bakterioze fasoli

O W wyniku rozmnozenia wsobnego : F097 . FASO5

metodgq SSD uzyskano nasiona
pokolenia F5 i F, dla 210 linii RIL
pochodzacych ze skrzyzowania
odpornego na wysoce zjadliwe izolaty
XANTPH i XANTFF obiektu FAS097 z
podatnym FAS052, co umozliwi
realizacje dalszych etapéw badan.

O Na podstawie przeprowadzonego 2022 r.: F,
fenotypowania stwierdzono, ze linie RIL
pokolenia F, byty zréznicowane pod 2023 r.: 210 F,

wzgledem m.in. wysokosci roslin,
wzrostu, typu uzytkowego, wybarwienia W4 r.: zm
VM kit 210F/




Wyniki i Wnioski

T3: Kolekcjonowanie bakterii z rodzaju Xanthomonas i Pseudomonas

Monitoring prowadzono w pieciu lokalizacjach: I0-PiB w
Skierniewicach (SK) (Lodzkie), oraz stacjach
COBORU: Stupi Wielkiej (SL) i Koscielnej Wsi (KW)
(Wielkopolskie), Wegrzcach (W) (Matopolskie) oraz
Tarnowie (T) (Dolnoslgskie).

Analiza poréwnawcza sekwencji genu gyrB dla izolatéw
wstepnie zaklasyfikowanych do rodzaju Xanthomonas
wykazata ich bardzo wysokie podobienstwo do X. citri
pv. fuscans (XANTFF, X. fuscans subsp. fuscans) oraz
X. phaseoli pv. phaseoli (XANTPH, X. axonopodis pv.
phaseoli).

Zidentyfikowano 6 izolatow XANTFF (5 izolatow -
Wegrzce (W), 1 izolat - Tarnow (T)) oraz 6 izolatow
XANTPH (3 izolaty — Koscielna Wies (KW), 1 izolat -
Stupia Wielka (SL), 2 izolaty - Tarndw (T)).

Identyfikacja izolatdw wyodrebnionych z roslin fasoli
jako X. citri pv. fuscans oraz X. phaseoli pv. phaseoli w
kolejnym roku badan (oraz corocznie w ciggu czterech
lat) potwierdza, ze oba gatunki sg sprawcami ostrej
bakteriozy fasoli w Polsce.

89— EU488351.1 Xanthomonas arboricola pv. juglandis ICMP 35
L NZ UIHB01000001.1:5013-7457 Xanthomonas euroxanthea GPBF 424

EU498954 1 Xanthomonas vesicatoria ICMP 63
EU498992.1 Xanthomonas vasicola ICMP 3103
EU498993 1 Xanthomonas oryzae ICMP 3125
g5 —— gi|188090433|gh|EU499052.1| Xanthomonas bromi [ICMP 12545
"W5-2
e W5-1
"W9
a0 0| W7

W6

T7
Xanthomonas fuscans (citri) pv. fuscans CFBPG165
32 Xanthomonas fuscans (citri) pv. fuscans CFBP4834
MK610527 1 Xanthomonas citri CFBP2538
gi|188090233|gb|EU498952 1| Xanthomonas axonopodis pv. axonopodis ICMP 50
EU007531.1 Xanthomonas melonis NCPPB 3434

100 | KX437709.1 Xanthomonas perforans ICMP 16690
—{ KX437708.1 Xanthomonas euvesicatoria ICMP 109
KT585789.1 Xanthomonas campestris pv. phaseoli LMG29033

KW2-1
82 T2
‘Tl

SL6-1

KW7-2

KW2-2
CFBP6164

CFBP8462 XgyrB
—_— CFBP8479 XgyrB

Ell

100

0.050 GGB2135 XgyrB

Dendrogram ML przedstawiajacy relacje filogenetyczne miedzy izolatami pozyskanymi z fasoli oraz
najblizej spokrewnionymi szczepami typowymi dla gatunkéw rodzaju Xanthomonas w oparciu o
podobienstwo sekwencji fragmentu genu gyrB (702 bp). Podane wartosci liczbowe przy weztach
oznaczajg wspotczynnik poparcia — bootstrap. Skala umieszczona w lewym dolnym rogu oznacza dtugosc
gatezi odpowiadajaca 0,05 podstawienia nukleotydowego na jedng zasade poréwnywanych sekwencji.



Wyniki i Wnioski

T3: Kolekcjonowanie bakterii z rodzaju Xanthomonas i Pseudomonas

Sposrod 80 izolatéw bakterii uzyskanych z symptomatycznych roslin fasoli
w roku biezacym, ok. 39% izolatéw zostato zaklasyfikowanych do rodzaju
Pseudomonas.

Analiza poréwnawcza sekwencji genu rpoB wykazata, ze izolaty te
reprezentowane byly przez co najmniej dziewie¢ gatunkéw Pseudomonas,
w wiekszosci takich, z ktérych wiekszos¢ nie byta dotad raportowana jako
patogeny roslin.

Po raz pierwszy w ciggu czteroletnich badan zidentyfikowano izolaty
wykazujace podobienstwo do P. savastanoi pv. phaseolicola, sprawcy
bakteriozy obwddkowej. Lacznie wyodrebniono trzy izolaty: dwa w
Tarnowie (T) i jeden w Koscielnej Wsi (KW).

Podobnie jak w latach 2021 i 2023, stwierdzono obecnos¢ izolatéw

P. viridiflava (cztery izolaty: dwa w Wegrzcach oraz dwa w Stupi
Wielkiej). Biorgc pod uwage wysokg patogenicznos¢ potwierdzong dla
izolatow P. viridiflava pozyskanych w 2021 roku, mozna sie spodziewac, iz
gatunek ten stanowi potencjalne zagrozenie dla upraw fasoli w Polsce.

Dendrogram ML przedstawiajacy relacje filogenetyczne miedzy izolatami pozyskanymi z fasoli oraz najbardziej
spokrewnionymi szczepami typowymi dla gatunkéw rodzaju Pseudomonas w oparciu o podobienstwo sekwencji
nukleotydéw fragmentu genu rpoB dtugosci 935 pz. Podane wartosci liczbowe przy weztach oznaczajq wspoétczynnik
poparcia - bootstrap. Skala umieszczona w lewym dolnym rogu oznacza dtugo$¢ gatezi odpowiadajacg 0.05
podstawienia nukleotydowego na jedng zasade porownywanych sekwencji. Kolorem czerwonym oznaczono izolaty
pozyskane w ramach realizacji niniejszego zadania.

100, NZ CPO77076.1:586017-580090 Pseudomonas fakonensis COWAQT
10 ‘E

UL Nz cP150139.1:491909-495982 Pse: tis YZ03
CPO77075.1.1301734-1302866 Psew is CORS4

NZ JABWRF020000002.1:1177899-1181972 Pseudomonas farsensis SWRIN07

‘w

KW1-5A

s
n AIT17474.1] Pse

o EA.lmass 1| Psew
L cPiz7a72.1:512737-51387:
100 AJT17419 1)

AJT1T4T1.1| Psen
FN554744.1| Pse
HFB30596 1| Pseu
HES77797 1| Pseudor

elii ATCC BAA-9ST
ii F-279208T rpoB
janensis DSM 212457

/1-4

100 | CP025262 1°4681224-4682217 Pseudomonas sp. 02C 26
= CP080625 1:3710161-3711154 Pseudomonas sp. SOTE 245
CPO8T181 1 81-5230724 i is B21-022
a2 Pseudomonas alkylphenolia JCM 16553T (HES77788)

AJT17470 1| Pseudomon: CIP 102906T

AJT17418.1] Pseud horii LMG 2162T
o[ ATITaB3 AP s viridiflava LMG 2362T
L] W1-28
mlfwi-2a
's13-3
00 SL8-1A
flondens EV388 GEV-388T NZ MUIO01000023 1.6702-10775
an
% | TS

Pseudomonas

CIP 1037217
ae LMG 5684T
pv phaseolica

noi phaseoli pv phaseolica

AJT17424.1| Pseudomonas cedrina CIP 105541T
AJT17434.1| Pseudomonas orientalis CIP 1055407

|

L mzazo3a4 1 Pse cdfal
JQ352808.1 Pseudomonas sp. IPPBC PTO0B

48 3
7 SL7-18
®Fs17-1A
00 KWS5
NZ SSBS01000008 1:¢329191.325118 Pseudomonas atacamensis M7TD1T

AJT17487 1| Pseudomon:

rrugata LMG 2172T

FN554755.1] Pseudo osphaerae LMG 21640
E
KIB88186.1| Pseud leopterorum sp. nov. LMG 28558T
SL7-3
w20
T ‘nn( SL7-2

SL2-2
NZ JACMYHO010000010.1.c69459-65386 Pseudomonas baltica MBT-2T
00 ‘ FNS554728.1| Pseudomonas argentinensis LMG 22663T
KWeé-2
51 JX435104.1| Pseudom:

HEB00517.1| Pseud
w . 100 ) MK292920.1 P
: NZ QUUKO1000
“ Pseud
80 |

LMTO03
aecipitans LMG 25475T
RB 2287

udomonas da
P 1042047 (AJT17468)

FN554758.1| P 5 sl LMG 216157
4753 1| Pseudomonas psychrotolerans LMG 219777
!_E Kw3-38
0 \; NZ SNZ SULM01000028 1:4027-8100 Pseudomonas ri hizoryzae RY24T

dormy daroniae strain P23A NODE 29 length 43872 cov 23 615910 whale genome sholgun sequence




Wyniki i Wnioski

T3: Charakterystyka wybranych izolatow Xanthomonas z wlasnej kolekcji (2021-2023)

:_.,.—_l_-p-r.hf__-_q """ HaE -1 Amplifikacja DNA technikg tzw. odcisku palca (fingerprinting)
. - 4 ze starterami komplementarnymi do sekwencji powtarzalnych
; - (tzw. Rep-PCR): BOX oraz ERIC wykazata, ze izolaty obu
5 taksondw cechujg sie umiarkowanym  zrdznicowaniem
4 genetycznym.

BOX ERIC
XANTPH XANTPH

Wzrost intensywnosci objawow

XANTFFE

S7-1/22
T6/22
T10-2/22
W3/22
St2-2/23
St3/23
St4/23
St5/23
St6-1/23
St7/23
St8-2/23
St8-1/23
St9/23
St10/23
We-2/22
T3-1/22
T7122
To/22
bFAS32/21

Izolat
BE XANTFF B8 XANTPH
Stopien porazenia odmian kontrolnych przez poszczegdlne izolaty w 14 dniu po

inokulacji, wg skali 1-9, gdzie 1 oznacza brak objawdéw, a 9 - najwyzszg
intensywnos¢ porazenia.

) Wszystkie badane izolaty, w tym 15 izolatow
XANTPH (4 pochodzace z 2022 ., 11 z 2023 r.)
oraz 5 izolatow XANTFF (1 z 2021 r., 4z 2022
r.) wobec fasoli i wykazywaty stosunkowo wysoka,
choc¢ zréznicowang agresywnosc.

2 R B B . A . B. ’

Wyniki te wskazujg na
znaczace zagrozenie, jakie oba
taksony mogq stanowic dla
upraw fasoli w Polsce.

Przyktadowy rozdziat elektroforetyczny produktdéw reakcji PCR z uzyciem startera BOX1 (po lewej) oraz
ERIC1R i ERIC2 (po prawej) dla szczepow wyizolowanych w 2022 roku: X. citri pv. phaseoli var.
fuscans (XANTFF, X. fuscans subsp. fuscans) oraz szczepow X. phaseoli pv. phaseoli (XANTPH, X. axonopodis
pv. phaseoli), M: marker standard masowy DNA O’GeneRuler 100-3000bp (Thermo FisherScientific)
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