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CELE PROJEKTU

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

—> Przeprowadzenie oceny fenotypowej wybranych obiektow fasoli pod wzgledem reakcji na
stres niedoboru wody w réznych fazach wzrostu i rozwoju (I etap: 100 obiektow).

—> Kontynuowanie prac nad monitoringiem wystepowania obwodkowej i ostrej bakteriozy
fasoli w roznych rejonéw geograficznych Polski z ukierunkowaniem na tworzenie kolekgcji
izolatow bakterii patogenicznych z rodzaju Pseudomonas i Xanthomonas.

—> Rozpoczecie badan nad charakterystykq wybranych izolatow Xanthomonas sp. i
Pseudomonas sp. z kolekcji pozyskanej w 2021 roku.

—> Wytypowanie obiektow fasoli o skrajnie zréznicowanej reakcji na porazenie izolatami
Xanthomonas sp. | Pseudomonas sp. oraz przeprowadzenie zapylen krzyzowych na
wybranych parach celem uzyskania populacji mieszancowych F, przeznaczonych do
uzyskania rekombinacyjnych linii wsobnych.

Zatozone w projekcie cele zostaly zrealizowane




Materiaty i Metody

Temat badawczy nr 1

v" pozyskiwanie nowych obiektéw fasoli z zasobdéw genowych i firm hodowlano-nasiennych
v rozmnozenie wsobne 90 wybranych obiektéw w warunkach szklarniowych i polowych

Temat badawczy nr 2

v 100 obiektow fasoli zwyktej

v"ocena reakcji poszczegdlnych obiektéw na stres niedoboru wody w trzech fazach rozwojowych:
w fazie kietkowania: testy szalkowe, warunki laboratoryjne, 18% PEG
w fazie siewek: testy szalkowe, warunki fitotronowe, 12% PEG

w fazie kwitnienia/zawigzywania stragkdw: doswiadczenie pojemnikowe, warunki szklarniowe, wilgotnos¢ podtoza na poziomie
wody trudno dostepnej w zakresie ponizej 38% pF

Temat badawczy nr 3

v"lustracje upraw fasoli w 5 regionach Polski: Lodzkie, Matopolskie, Wielkopolskie, Dolno$laskie, Podkarpackie

v' identyfikacja bakterii i okre$lenie ich pozycji taksonomicznej z zastosowaniem metod klasycznych i biologii molekularnej,
spetniajgcych kryteria klasyfikacji obu gatunkow

v’ charakterystyka wybranych izolatéw z kolekcji 2021 r.: testy patogenicznosci na roslinach fasoli, analiza zréznicowania
genetycznego izolatow zweryfikowanych jako patogeniczne na podstawie sekwencji repetytywnych BOX i REP

Temat badawczy nr 4

v’ Testy infekcyjne: 15 obiektéw fasoli (X. axonopodis pv. phaseoli FAS9-1, X. citri pv. phaseoli var. fuscans
FAS36); 25 obiektéw (P. savastanoi phaseoli pv. phaseolicola: GBBP1095, GBB1175), 8 obiektow
(P. viridiflava, FAS2-1, FAS6-2), zgodnie z metodykg opracowang w 2021 r

v’ przeprowadzenie recznych zapylen krzyzowych z wykorzystaniem wytypowanych par form rodzicielskich
(podatna i odporna na przedmiotowe patogeny)




Wyniki

Temat badawczy nr 1: Gromadzenie zasobéw genetycznych fasoli

v" powiekszenie zgromadzonej do tej pory kolekcji fasoli zwyczajnej o kolejne 100 obiektow:
87 obiektow — rody i odmiany pochodzace z PlantiCo — Hodowla i Nasiennictwo Ogrodnicze Zielonki

* 13 obiektow — materiaty z zasobow genowych: NAFC, Piestany, Stowacja (5 obiektow) oraz CRI,
Praga, Czechy (8 obiektdw)

v' poszerzenie zmienno$ci fenotypowej kolekcji:

*  97% nowo pozyskanej puli 100 obiektow fasoli stanowity odmiany
kartowe z przeznaczeniem na zbior fasoli szparagowej
(w materiatach pozyskanych do tej pory dominowaty obiekty
cechujgce sie nieograniczonym wzrostem i przeznaczone do
uprawy na suche nasiona)

« zdecydowana wiekszos¢ obiektow wigczonych do kolekcji w br.
pochodzi z krajowych materiatow hodowlanych, krajow
sgsiadujacych, a takze kilku innych europejskich o klimacie
zblizonym do Polski

v" w wyniku rozmnozenia wsobnego uzyskano nasiona w iloSci zapewniajacej realizacje celéw
badawczych projektu (min. 600 szt.) dla wszystkich 90 obiektow uwzglednionych w
doswiadczeniach reprodukcyjnych
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Wyniki

Temat badawczy nr 2: Ocena fasoli pod wzgledem reakcji na stres niedoboru wody

Wplyw stresu suszy na warto$¢ indeksu stresu, wyrazonego jako procentowa zmiana wartosci wybranych parametrow

w stresie wzgledem kombinacji kontrolnej - na podstawie danych z 100 obiektow fasoli

Kietkowanie Siewki K"""“ie“i:t: :;g""ﬂi,""zywa“ie
Cecha | FGP | GSI HL DR LR AD RV PL PN PY
Srednia | 713 | 354 | 45 | 1344 | 785 | 1059 | 876 | 805 | 503 | 37,1
Min| 0 0 175 | 636 | 381 | 811 | 445 78 1,22 0
Max | 1000 | 912 | 773 | 2769 | 1664 | 1572 | 1690 | 963 | 1235 | 86,1
CV*| 394 | 503 | 331 | 255 | 247 | 147 | 308 | 125 | 391 | 378

v" Niezaleznie od fazy rozwojowej, stwierdzono wptyw stresu suszy na reakcje badanych obiektow fasoli, co obrazujg
zrdznicowane wartosci indeksu stresu, wyrazonego jako % kontroli dla poszczegdinych parametrow: w fazie
kietkowania - maksymalny % skietkowanych nasion (FGP) i indeks szybkos$ci kietkowania (GSl); w fazie siewek -
dtugo$¢ hypokotyla (HL), sucha masa korzenia (DR), sumaryczna diugo$¢ systemu korzeniowego (LR), Srednica
systemu korzeniowego (AD) i objetos¢ systemu korzeniowego (RV); oraz w fazie kwitnienia — dtugosc¢

pojedynczego straka (PL), liczba (PN) i masa strakow (PY) w przeliczeniu na 1 ro$line.

v" Badane obiekty fasoli roznity sie pod wzgledem tolerancji na niedob6r wody, co potwierdzajg szerokie zakresy wartosci
(Min, Max) oraz wysokie wartosci wspotczynnika zmiennosci (CV) dla ocenianych parametrow we wszystkich fazach
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rozwoju i wzrostu.
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Rys. 1. Mapa ciepta obrazujaca reakcje Rys. 2. Mapa ciepta ilustrujaca zaleznosci

100 obiektéw fasoli na stres suszy w parame’[rami OpiSqucymi reaijQ fasoli w trzech (wspétczynnik korelacji) pomiedzy
réznych fazach rozwoju. fazaCh rOZWOjU (RyS 2) ocenianymi parametrami dla trzech faz
- rozwoju na podstawie reakcji 100

Im jasniejsze wybarwienie tym wieksza redukcja
ocenianego parametru pod wptywem stresu obiektow



Wyniki

Temat badawczy nr 3: Kolekcjonowanie bakterii z rodzaju Xanthomonas i Pseudomonas

v' Sposrod 35 izolatow bakterii uzyskanych
26% z porazonych ro$lin fasoli w b.r., ponad pofowa
zostata zaklasyfikowana do rodzaju

Pseudomonas i Xanthomonas.

31%

v" Analiza poréwnawcza sekwencji genu rpoB
wykazata, ze izolaty zaklasyfikowane do rodzaju
Pseudomonas reprezentowaty trzy gatunki,

z ktorych najliczniejszg grupe (8) stanowity

Massilia sp. Brevibacterium sp. Pseudarthrobacter sp. . .
izolaty nalezace do P. coleopterorum.
W Priestia sp. M Bacillus sp. W Exiguobacterium sp.
W Pantoea sp. m Pseudomonas sp. Xanthomonas sp. v" Podobnie Jak W Ubieg’fym FOkU, rowniez w br.
w puli Pseudomonas nie zidentyfikowano
zadnego izolatu nalezacego do P. savastanoi
Dystrybucja geograficzna zidentyfikowanych bakterii w 2022r pV. phaseo/ico/a_
7
. v" W grupie Xanthomonas, na podstawie analizy
s poréwnawczej sekwencji genu gyrB, 4 izolaty
4 zidentyfikowano jako X. phaseoli pv. phaseoli,
23 zas 5 - X. citri pv. phaseoli var. fuscans.
52 v Stwierdzono réznice w wystepowaniu bakterii
' Pseudomonas i Xanthomonas w zaleznoéci od
0 . , .
Przectaw Wegrzce Stupia Wielka Tarnow Skierniewice reg|0nU, Z ktorego pOZySk|Wan0 Symptomatyczne
M P. coleopterorum P. atacamensis P. syringae rOéllny faSO“ .
X. axonopodis pv. phaseoli X. fuscans subsp. fuscans



Wyniki

Temat badawczy nr 3: Kolekcjonowanie bakterii z rodzaju Xanthomonas i Pseudomonas

X. phaseoli pv. phaseoli P. viridiflava

FAS9-1 FAS4B-1FAS7B-1 FAS6-2 FAS2-1 FAS40 FAS7B-3

10,0 X. citri pv. phaseoli

var. fuscans
8,
6,
4,
2,
0,0

FAS6-1 FAS12 FAS36

o

o

o

o

Stopient porazenia fasoli zwyczajnej przez izolaty X. citri pv. phaseoli var. fuscans,
X. axonopodis pv. phaseoli oraz P. viridiflava w testach infekcyjnych wg dziewieciostopniowej
skali 1-9, gdzie 1 oznacza najmniejszq intensywnos¢ objawdw, a 9 — najwyzsza,

Charakterystyka wybranych izolatow
Pseudomonas i Xanthomonas z wiasnej kolekcji (2021r):

v" Niezaleznie od gatunku bakterii, wszystkie izolaty byty
patogeniczne wzgledem fasoli (Fot. 1), aczkolwiek
cechowaty sie one rdzng agresywnoscia.

v Amplifikacja DNA technika ,odcisku palca” dla
sekwencji BOX oraz REP wykazata, ze izolaty
wszystkich trzech taksonow cechujg sie
zrdznicowaniem genetycznym, przy czym w przypadku
P. viridiflava heterogenicznos¢ badanych sekwencji
byta znacznie wyzsza w poréwnaniu do izolatow
X. axonopodis pv. phaseolii Xanthomonas citri

Fot. 1. Objawy bakterioz na lisciach fasoli wywotywane odpowiednio przez: X. citri pv. phaseol/ var. fuscans,
X. axonopodis pv. phaseoli oraz P. viridiflava

REP BOX
L123456 L123456
g =y

REP | BOX
L1234 L1234

Elektroforogram po amplifikacji sekwencji
REP i BOX izolatéw X. axonopodis pv.
phaseoli:

1-FAS 4B-1

2-FAS 7B-1

3-FAS9-1

Xanthomonas citri:

4 - FAS 6-1

5-FAS 12

6 —FAS 36

L — marker 100 bp Ladder

Elektroforogram po amplifikacji sekwencji
REP i BOX izolatéw P. viridiflava:
1-FAS 40-A2;

2-FAST7B-3

3-FAS 2-1

4-FAS 6-2

L — marker 100 bp Ladder




Wyniki

Temat badawczy nr 4.
Generowanie populacji do mapowania loci odpornosci na ostra i obwdodkowa bakterioze fasoli

Xanthomonas spp.

i S
P

v W wyniku prowadzonych testéw infekcyjnych wytypowano
zroznicowane pod wzgledem odpornosci na przedmiotowe
patogeny komponenty rodzicielskie do krzyzowan:

Xanthomonas spp.

dwa obiekty (FAS097, FAS099), ktore wyroznity sie sposrod 15
badanych  obiektdw najwyzszym poziomem  odpornosci
na X. axonopodis pv. phaseoli (FAS 9-1) i X. citri pv. phaseoli var.
fuscans (FAS36). Jako komponent podatny zostat wykorzystany
obiekt FAS052.

Pseudomonas spp.

obiekt FAS016, ktory cechowat sie najwyzszg odpornoscig
zardwno na uzyte w badaniach szczepy P. savastanoi phaseoli
pv. phaseolicola (GBBP 1095 oraz GBB 1175), jak i izolaty
P. viridiflava (FAS2-1, FAS6-2). Jako podatny komponent do
krzyzowan zostat wybrany obiekt oznaczony symbolem FAS024.

v" Przeprowadzono 4 kombinacje krzyzowan:
FAS097 x FAS052 i FAS099 x FAS099 - Xanthomonas spp.
FAS016 x FAS024 (w obu kierunkach) - Pseudomonas spp.




Whioski

— Wiaczenie do kolekcji 100 kolejnych obiektow, roznigcych sie pod wzgledem pochodzenia
geograficznego, przeznaczenia oraz typu wzrostu do puli obiektow pozyskanych w 2021 r., moze
korzystnie wptyng¢ na pozadang réznorodnosc¢ fenotypowa i genetyczna.

— Badane obiekty fasoli byty zréznicowane pod wzgledem tolerancji na stres suszy w fazie kietkowania
| wzrostu siewek oraz w fazie zawigzywania stragkow, dzieki czemu mogg stanowi¢ cenny materiat
do mapowania asocjacyjnego.

— Zaleznosci pomiedzy parametrami opisujacymi reakcje fasoli na stres suszy w fazie kietkowania,
siewek oraz kwitnienia i zawigzywania strgkow okazaty sie nieistotne, co moze wskazywac na inne
mechanizmy warunkujgce tolerancje fasoli w poszczegdinych fazach rozwoju.

— P. viridiflava stanowi potencjalne zagrozenie dla upraw fasoli w Polsce, 0 czym $wiadczy wysoka
patogenicznos¢ wybranych izolatow pozyskanych w 2021 roku. Jest to pierwsze doniesienie
wskazujgce na potencjat chorobotworczy P viridiflava wzgledem fasoli w Polsce. Jednoczesnie
w zadnej z monitorowanych upraw fasoli, po raz drugi z rzedu, nie wykryto ani jednego izolatu
Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola, dlatego tez zasadne bytoby zastgpienie P. savastanoi pv.
phaseolicola w niniejszych badaniach izolatami P. viridiflava.

— |dentyfikacja izolatdw wyodrebnionych z roslin fasoli jako Xanthomonas phaseoli pv. phaseoli i X. citri
pv. fuscans w kolejnym roku badan oraz potwierdzenie patogenicznosci wybranych izolatdw obu
taksondw sugeruje, iz oba gatunki sg sprawcami ostrej bakteriozy fasoli w Polsce. Wskazuje to
konieczno$¢ uwzglednienia izolatdbw X. citri pv. fuscans w badaniach majacych na celu
scharakteryzowanie kolekcji zasadniczej fasoli.



