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IZVLECEK

Zbirka fizola, ki jo v okviru Slovenske rastlinske genske
banke hranimo na Kmetijskem institutu Slovenije, obsega
1035 genskih virov, ki so bili v zadnjih 25ih letih zbrani na
obmocju Slovenije. V zbirki imamo tudi 61 genskih virov, ki
smo jih pridobili v okviru sodelovanja v mednarodnih
ekspedicijah v tujini ter 39 virov, ki smo jih za potrebe
raziskovalnega dela pridobili iz drugih genskih bank v Evropi
in svetu. Vecina slovenskih virov predstavlja navadni fizol
(Phaseolus vulgaris L.), manjsi del pa je laskega, turSkega
fizola (P. coccineus L.). Za vse shranjene vzorce imamo na
voljo osnovne podatke. Vsako leto doloceno Stevilo vzorcev
razmnozimo in naredimo osnovno karakterizacijo. Del zbirke
smo podrobneje ovrednotili z uporabo morfoloskih,
biokemijskih in molekulskih markerjev. Rezultati so pokazali,
da se je v vec¢ stoletjih pridelovanja v Sloveniji oblikovala
raznolika dednina, ki jo je vredno ohraniti. Obsezneje smo
ovrednotili odpornost na glivo Colletotrichum
lindemuthianum, ki povzrog¢a fizolov ozig. Vzorce, shranjene
v genski banki, uporabljamo za razlicne raziskave, med
katerimi prevladujejo raziskave susnega stresa. Prav tako pa jo
uporabljamo v zlahtniteljskem procesu za Zlahtnjenje novih
sort ter za reintrodukcijo starih sort.

Kljuc¢ne besede: fizol, genski viri, genska raznolikost,
raziskave, zlahtnjenje

ABSTRACT

VARIABILITY OF COMMON BEAN ACCESSIONS IN
THE GENE BANK OF AGRICULTURAL INSTITUTE
OF SLOVENIA

The gene bank at the Agricultural institute of Slovenia holds a
collection of 1035 bean accessions collected from various
parts of Slovenia in the last 25 years. In addition, 61
accessions, collected during international expeditions and 39
accessions that were obtained from other gene banks in
Europe and abroad for the research purposes are included in
the collection. Common bean (Phaseolus vulgaris L.) is the
predominant species, whereas runner bean (Phaseolus
coccineus L.) is represented by a smaller number of
accessions. Multicrop passport data are available for all the
accessions stored in the gene bank. Every year a certain
number of accessions are regenerated and characterized. A
part of the collection was evaluated in detail with the use of
morphological, biochemical and molecular markers. The
results revealed that during the centuries of common bean
cultivation in Slovenia a diverse collection was formed that
should be preserved for the future. A part of collection was
evaluated also for the resistance to bean anthracnose, caused
by the fungus Colletotrichum lindemuthianum. The accessions
that are stored in the gene bank are used for research purposes,
where particular emphasis is given to drought stress. The
collection is used also in breeding process and in the
programme of reintroduction of old varieties.

Key words: common bean, genetic resources, genetic
variability, research, breeding
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Navadni fizol (Phaseolus vulgaris L.) je zaradi  uéinkovin v  svetovnhem merilu dale¢

velike prehranske vrednosti in zdravilnih
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prehrani ljudi (Duranti, 2006). Predstavlja
bogat vir vlaknin, ogljikovih hidratov in
beljakovin, vsebuje pa tudi Stevilne vitamine
in minerale, kot so Zelezo, magnezij, kalij,
selen in kalcij (Broughton in sod., 2003).
Raziskave kazejo tudi na pomembno vsebnost
antioksidantov (Madhujith in sod., 2004), ki
prispevajo  k zmanjSevanju tveganja za
nastanek bolezni srca in ozilja, doloc¢enih vrst
raka in drugih kroni¢nih bolezni (Duranti,
2006). Fizol mora biti pred zauzitjem ustrezno
pripravljen, saj v nasprotnem primeru vsebuje
tudi nekatere antinutricionisticne komponente
(npr. fitati, fenoli) (Batista in sod., 2010).

Navadni fizol, tako kot ostale vrste iz rodu
Phaseolus, izvira iz ameriSkega kontinenta.
Vse vrste imajo skupnega divjega prednika,
enoletno ovijalko, ki jo lahko Se danes
najdemo na obseznem podro¢ju med
Argentino in Mehiko (Gepts in sod., 1986).
Primarni center genske raznolikosti divjega
fizola se nahaja na podrocju Ekvadorja in
severnega Peruja, od koder se je potem S§iril na
sever in jug (Broughton in sod., 2003).
Domestifikacija fizola je potekala v dveh, ze
lo¢enih centrih variabilnosti,
srednjeameriskem, ki se razprostira od severne
Mehike do Kolumbije, in andskem, ki se
razteza od Peruja do severozahodne Argentine
(Gepts in sod., 1986; Koenig in Gepts, 1989;
1990; Freyre in sod., 1996). Izmed skupno 50
do 60 vrst, ki jih vsebuje rod Phaseolus, je
kultiviranih pet vrst in sicer: P. vulgaris
(navadni fizol), P. coccineus L. (turski fizol),
P. lunatus L. (limski fizol), P. polyanthus
Greenm. in P. acutifolius A. Gray.

Po odkritju Amerike se je fizol v 16. stoletju
raz§iril na ostale kontinente, v Evropo je prisel
okrog leta 1500 (Zeven, 1997). Prvotni fizol v
Evropi je najverjetneje izhajal iz srednje
ameriSkega centra variabilnosti (Rodino in
sod., 2003), po Pizzarovem odkritju Peruja leta
1528 pa so se v Evropo razsirili tudi andski
genotipi. Fizol se je po Evropi §iril z Iberskega
polotoka (Zeven, 1997), natancnejSe poti
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znotraj kontinenta Se niso raziskane. Na osnovi
raziskav posameznih zbirk fizola v Evropi z
biokemi¢nimi in molekulskimi markerji so
ugotovili, da je ve€ina evropske dednine fizola
danes andskega izvora (Gepts in Bliss, 1988).
Andski genotipi so se bolje prilagodili hladnim
in kratkim poletjem Zahodne Evrope kot
srednje ameriski genotipi, verjetno pa so bili
zaradi oblike zm, ki so vecji kot
srednjeameriski, tudi bolj atraktivni. Poleg teh
dveh tipov najdemo danes v Evropi tudi
genotipe, ki so nastali s krizanjem med njima.
Selekcijski pritisk okolja za toleranco na dolg
dan, odpornost na bolezni in Skodljivce, stres
ter selekcijski pritisk ¢loveka za obliko
rastline, obliko in barvo zrn ter odpornost so
botrovali tudi razvoju Stevilnih lokalnih sort,
ki jih po Evropi poleg novo pozlahtnjenih sort
pridelujejo Se danes (Zeven, 1997; Negri in
Tosti, 2002).

V Sloveniji smo fizol spoznali kmalu za
zahodnoevropskimi narodi, ze Valvasor je v
Slavi vojvodine Kranjske (17. stoletje) zapisal,
da je pridelava fiZola razsirjena po vsej dezeli.
Ceprav letnica prihoda fizola ni toéno znana,
lahko na osnovi zgodovinskih dokumentov,
kot so srednjeveski urbarji, kuharske knjige in
zgodovinopisje vsaj v grobem rekonstruiramo
distribucijske poti fizola v slovenskem
prostoru v preteklih stoletjih (Maras, 2007).
Najverjetneje je fizol k nam prisel iz Italije
preko Benetk. Skozi stoletja kontinuirane
pridelave so se ob razlicnih klimatskih in

talnith razmerah, veliki pestrosti krajine,
izoliranosti ter zaradi razliCnega nacina
pridelave in uporabe v Sloveniji razvile

Stevilne avtohtone populacije in sorte fizola
(Sustar-Vozli¢ in sod., 2000). Le-te se lo¢ijo
glede na namen pridelave (za zrnje, strocje ali
kombinirano, kot krma za zeleno maso, za
zeleno gnojenje in zascCito tal ali kot okrasna
rastlina), tip rasti, vi§ino stebla, obliko zrna,
barvo zrna, dolzino vegetacije, odpornost na
posamezne bolezni, prilagojenost na dolocene
klimatske razmere in doloCen nacin gojenja
(Ivanci€¢, 2002). Poleg novo pozlahtnjenih



slovenskih sort in nekaterih introduciranih
tujih sort nekatere med njimi pridelujemo Se
danes. Ceprav so se povriine, namenjene
pridelavi fizola, v preteklih desetletjih precej
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zmanjSale, lahko na marsikateri slovenski
kmetiji Se vedno najdemo stare domace
tradicionalne genske vire.

2 GENSKA BANKA FIZOLA V SLOVENILJI

Z zbiranjem avtohtonega fizola v Sloveniji je
prvi zacel Janez Zaplotnik ze leta 1937, opisal
je morfoloske in fenoloske lastnosti 287
genskih virov (Zaplotnik, 1952). Zbiranje je v
letu 1965 nadaljevala Silva AvSic, ki je zbrala
1507 genskih virov fizola. Zbirka je bila
osnova za Zlahtniteljsko delo, katerega rezultat
so S§tirt  slovenske sorte fizola, ki jih
pridelujemo Se danes: Jabelski pisanec,
Jabelski stroénik, Klemen, Zorin. Zal se je
zaradi neustreznih razmer skladiScenja od
starih zbirk do danes ohranilo le 55 genskih
virov, ki pa niso ve¢ kalivi. Tretje zbiranje
avtohtonega fizola je na podro¢ju celotne
Slovenije potekalo v letih 1995 — 1998 pod
vodstvom dr. Mihaele Cerne s Kmetijskega
inStituta Slovenije. V tem casu je bilo zbranih
995 avtohtonih genskih virov navadnega ter 52
genskih virov turSkega fizola, ki jih danes
hranimo v Slovenski rastlinski genski banki
(SRGB) — Genski banki kmetijskih rastlin na
Kmetijskem institutu Slovenije. Zbirko stalno
dopolnjujemo z novimi genskimi viri in tako
Steje danes skupaj ze 1104 genske vire fizola,
od katerih jih je bilo 1035 zbranih na obmoc¢ju
Slovenije v obdobju 1989-2011, 61 genskih
virov pa smo pridobili v okviru sodelovanja v
mednarodnih ekspedicijah v tujini. V zbirki
hranimo tudi 39 genskih virov fiZola, ki smo
jih za potrebe raziskovalnega dela pridobili iz
drugih genskih bank v Evropi in svetu. Na
Kmetijskem institut Slovenije hranimo tudi 33
genskih virov navadnega fiZzola, ki smo jih leta

2000 dobili iz genske banke Agrarbiologie
Linz v Avstriji in so stari okrog 200 let. Vzorci
so bili neko¢ del bogate zbirke nadvojvode
Janeza (1782-1859). Zaradi starosti ti vzorci
fizola niso vec kalivi.

Za vse genske vire fizola, zbrane v zadnjih 25
letih, ki so vkljueni v zbirki, imamo
izpolnjene osnovne podatke o vzorcu, t.i.
multicrop passport podatke. Hranimo jih v
prostoru za srednje dolgo hranjenje pri
temperaturi +4 °C, dopolnjujemo pa tudi
zbirko za dolgoro¢no hranjenje pri temperaturi
-20 °C. Vsako leto doloceno $tevilo avtohtonih
genskih virov razmnozimo v mreznikih na
poskusnem polju v Jabljah. V rastni dobi in ob
spravilu pridelka genske vire vrednotimo po
deskriptorjih za fizol, ki so bili izdelani v
okviru evropskega konzorcija Phaselieu in so
priporo¢eni za vrednotenje dednine fizola (de
la Cuadra, de Ron, Schachl, 2001: Handbook
on evaluation of Phaseolus germplasm).
Deskriptorji  vkljucujejo vrednotenje 14-ih
morfoloskih in fenoloskih parametrov, za naSe
potrebe smo deskriptorje dopolnili z nekaj
dodatnimi parametri. Za vse ovrednotene
vzorce izdelamo tudi slikovno datoteko (cvet,
list, zelen strok, suh strok, osuseno seme). Po
spravilu pridelka jeseni seme posusSimo,
dolo¢imo kalivost in vsebnost vlage ter vzorce
shranimo (v steklenih kozarcih pri +4 °C
oziroma v aluminijastih vreckah pri -20 °C).
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3 RAZNOLIKOST SLOVENSKIH GENSKIH VIROV NAVADNEGA FIZOLA

3.1 Morfoloska in biokemijska
karakterizacija
V obsirni raziskavi smo proucevali 139

genotipov iz rodu Phaseolus (Maras, 2007). Iz
zbirke SRGB smo izbrali 102 genska vira (91
starih avtohtonih in devet novo pozlahtnjenih
sort navadnega fizola ter po enega
predstavnika vrst P. coccineus in P. lunatus),
iz tujih genskih bank (IPK, Nemcija; NPB,
Belgija; INIA, Spanija; CIAT, Kolumbija;
USDA, ARS-GRIN, ZDA) pa smo pridobili 10
divjih in 27 gojenih genotipov navadnega
fizola (P. wvulgaris). Slednje smo izbrali na
osnovi porekla (andska Juzna Amerika,
Srednja Amerika) in so sluzili kot referencni
genotipi za umestitev slovenske dednine fizola
v svetovni genski sklad.

Morfoloske deskriptorje smo izbrali iz nabora
dveh deskriptorjev (IBPGR in Phaselieu) in so
vkljucevali meritve 23ih parametrov (za cvet,
steblo, list, strok in seme). Genotipe smo
vrednotili dve rastni dobi. Na osnovi
rezultatov smo ugotovili, da vse morfotipe, ki
so prisotni pri referencnih genotipih, najdemo
tudi pri slovenskih genskih virih fizola, kar je
potrdilo domnevo oziroma dosedanja porocila
o veliki fenotipski pestrosti slovenskega
navadnega fizola (Maras, 2007). Na osnovi
Sestth  morfoloskih znakov z morfotipi,
specificnimi  za srednjeameriSki  oziroma
andski genski sklad (Singh, 1991), smo lahko
le tri genotipe z gotovostjo opredelili kot
srednjeameriske. Pri vseh ostalih genotipih,
vkljuéno z referen¢nimi, smo opazili tako
srednjeameriSke kot andske  morfotipe.
Morfoloski markerji so se v determinaciji
porekla genskih virov fizola
(srednjeamerisko/andsko) izkazali kot
neucinkoviti. Pri nekaterih morfoloSkih znakih
smo med slovenskimi, iberskimi (Rodino in
sod., 2003) in italijanskimi  genotipi
(Piergiovanni in sod., 2006) ugotovili izrazito
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podobnost v fenotipski  strukturi, tj.
zastopanosti posameznih morfotipov.

Z analizo fazeolina, glavne =zaloZne
beljakovine v semenu fizola, smo ugotovili, da
slovenski genotipi navadnega fizola vsebujejo
vse tri tipe fazeolina, ki so znaCilni za
mediteranski prostor, to je C-, T- in S-tip
(Sustar-Vozli¢ in sod., 2006). Prevladujo¢ je
delez C-tipa (55 %), sledi T-tip (31 %),
najmanj pa je zastopan S-tip (14 %). Ugotovili
smo, da imajo slovenski genotipi podobno
sestavo fazeolina kot iberski in italijanski, kar
nakazuje, da se je v preteklosti fizol v naSe
kraje stekal preko zahodnih meja (Maras,
2007). Ugotovili smo tudi, da je tip fazeolina v
mocni korelaciji s poreklom genotipov,
doloc¢enim v AFLP analizi, kar potrjuje
uporabnost tega biokemijskega markerja v
raziskavah izvora genotipov navadnega fizola
(Maras, 2007).

3.2 Molekulska karakterizacija

3.2.1 RAPD markerji

Prva raziskava genske raznolikosti slovenske
zbirke fizola je bila narejena z uporabo RAPD
markerjev (Megli¢ in sod., 1999). V raziskavo
smo vkljucili 27 genskih virov navadnega
fizola iz zbirke SRGB, ki so v dobr$ni meri
odrazali skupno variabilnost zbirke. Da bi
lahko sklepali na poreklo dednine slovenskega
fizola, je bilo v analizo dodatno vkljucenih 21
akcesij andskega in  srednjeameriskega
porekla. Na osnovi rezultatov analize smo
ugotovili, da je raznolikost slovenske zbirke
navadnega fiZola sorazmerno velika. Vecji del
slovenskih genskih virov se je razporedil
okrog andskih referen¢nih genotipov, man;jsi
pa okrog srednjeameriskih. Stirinajst genskih
virov pa je tvorilo povsem samostojno
skupino, ki se je razlikovala od vklju¢enih
referencnih genotipov in je nakazala obstoj
lokalno specifi¢nega genskega sklada.



3.2.2 Analiza z AFLP markerji

Z namenom dodatno pojasniti variabilnost
slovenske zbirke navadnega fizola in jo
umestiti v skupni genski fond fizola smo 139
genskih virov fizola, ki smo jih proucevali z
morfoloSkimi in biokemijskimi markerji,
analizirali tudi z AFLP (Amplified Fragment
Length Polymorphism) markerskim sistemom
(Sustar-Vozli¢ in  sod., 2006). Seznam
genotipov, vkljuc¢enih v raziskavo, je podan v
poglavju 3.1. Za analizo smo uporabili 10
kombinacij zacetnih oligonukleotidov. Na
podlagi visokega Stevila namnozenih (skupno
424) in polimorfnih (300 ali 71 %) DNA
fragmentov smo med seboj locili vse genotipe
razen dveh, ki sta si bila na ravni DNA
identi¢na. Na UPGMA dendrogramu (Slika 1)
so se genotipi navadnega fizola razdelili v tri
jasno locCene skupine, od katerith sta se
oddaljila predstavnika vrst P. lunatus in P.
coccineus (Maras, 2007). Najmanj$o skupino
na dendrogramu so tvorili Stirje divji perujski
in ekvadorski genotipi z I-tipom fazeolina. Od
100  proucevanih  slovenskih  genotipov
navadnega fizola se jih je 85 razporedilo poleg
andskih referen¢nih genotipov (Skupina 1), 15
pa poleg srednjeameriSkih (Skupina 2), kar
kaze na mocnejSo zastopanost andskega
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genskega sklada znotraj slovenske dednine
navadnega fizola.

Znotraj andske Skupine 1 smo v analizi
molekulskih markerjev, tako kot predhodno Ze
v RAPD analizi (Megli¢ in sod., 1999),
zasledili diferenciacijo gojenih genotipov v
dve podskupini. Ugotovili smo, da se
podskupini  loc¢ita tudi po  nekaterih
morfoloskih znakih kot tudi na ravni fazeolina.
Za podskupino, ki naj bi predstavljala dodaten
- lokalno specifi¢en - genski sklad navadnega
fizola, je bil znacilen C-tip fazeolina, visok tip
rasti, vi§ja in SirSa semena, vecja masa 100
semen, odsotnost nitke, dolgi stroki idr.
Podobnost med omenjenimi genotipi in
'Frutillo', Cilskim referen¢nim genotipom, je
bila izrazita tako na ravni DNA kot na ravni
fazeolina in fenotipa, iz cesar sklepamo, da
podskupina  slovenskih ~ genotipov  ne
predstavlja posebne, dodatne variabilnosti, ki
ne bi bila prisotna ze v samem primarnem
centru genetske raznolikosti. Njena mocna
zastopanost v slovenski dednini navadnega
fizola je najverjetneje posledica visoke
adaptacijske  sposobnosti na  specifi¢ne
klimatske razmere ter izrazite preference
pridelovalcev in potrosnikov za doloc¢en tip
fizola.
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Slika 1: UPGMA dendrogram, sestavljen na osnovi AFLP podatkov in izra¢unanih Jaccardovih koeficientov
genetske podobnosti med 139 Phaseolus genotipi. Bootstrap vrednosti so izpisane ob nodijih glavnih
razvejitev, tip fazeolina pa ob imenu genotipa. <> <-srednjeameriski referenéni genotipi, A A A -andski

referencni genotipi (cit. po Maras, 2007).

3.3 Odpornost izbranih vzorcev fiZzola na
glivo Colletotrichum lindemuthianum

Fizolov ozig, ki ga povzroca gliva
Colletotrichum lindemuthianum (Sacc. et
Magnus) Briosi et Cav., je najpomembnejSa
glivi¢na bolezen fizola v Sloveniji. Pojavlja se
v vseh pridelovalnih obmocjih in v letih, ko so
vremenske razmere za razvoj bolezni ugodne,
povzroca precej$njo gospodarsko skodo. Gliva
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napade vse nadzemne dele rastline, kjer
povzroci udrte temno rjave lezije. Interakcija
med genotipom fizola in glivo C.
lindemuthianum je rasno specificna (Ferreira
in sod., 2012). Na osnovi odziva 12ih
diferencialnih sort je bilo opisanih ze ve¢ kot
100 ras patogena (Mahuku in Riascos, 2004;
Campa in sod., 2011). V Sloveniji smo do

.....

na podlagi binarnega nomenklaturega sistema



identificirali kot rase §t. 23, 55, 103 in 131
(Munda in sod., 2002). Najbolj pogosti in
raz§irjeni sta rasi $t. 55 in 23, ki ju po drugacni
klasifikaciji imenujemo lambda in delta.
Gensko raznolikost identificiranih ras smo
proucili z AFLP analizo (Munda in sod.,
2009).

Vzgoja odpornih sort je  najucinkovitejsa
metoda za varstvo pred boleznijo. Odpornost
fizola proti glivi C. lindemuthianum je
pogojena z  ve¢  neodvisnimi  geni,
poimenovanimi kot Co- geni, med katerimi so
vsi, razen Co0-8, dominantni (Goncalves-
Vidigal in sod., 2012). Vec¢ina med njimi je
bila identificirana v srednje ameriski dednini
fizola. Zlahtnjenje na odpornost proti
fizolovemu ozigu je tezavno zaradi velike
variabilnosti  patogena, zato dolgotrajno
odpornost dosezemo le s kombiniranjem, tj.
piramidenjem ¢im vecjega Stevila
odpornostnih genov (Kelly in Miklas, 1998).

V laboratorijskih in poljskih pogojih smo z
umetno infekcijo proucili odpornost izbranih
26 slovenskih genskih virov fizola na S§tiri, v
Sloveniji  identificirane rase glive C.
lindemuthianum (Munda in sod., 2009). V
poskus smo vkljucili tudi diferencialne sorte
fizola. Ugotovili smo, da nobeden od 26
preizkuSenih genotipov fizola ni povsem
odporen na vse rase glive, Sest pa je zmerno
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odpornih. Visoko stopnjo odpornosti smo
ugotovili zlasti pri tistih diferencialnih sortah,
ki izvirajo iz srednjeameriske dednine.

Proucili smo tudi odpornost 104-ih slovenskih
genskih virov fizola, ki so jih v enoletnem
poljskem poskusu na poskusnem polju v
Jabljah umetno okuzili z meSanico trosov vseh
stirih fizioloskih ras glive C. lindemuthianum,
ki se pojavljajo pri nas. V poskus smo vkljucili
tudi Stiri diferencialne sorte (Cornell, MDRK,
Michelite, Mexico), ki so nam sluzili kot
standardi pri ocenjevanju stopnje obcutljivosti.
Ugotovili smo, da je bilo 11 akcesij fizola
odpornih na okuzbo, pri tem so bile Stiri
akcesije povsem odporne, pri sedmih akcesijah
pa so se znamenja okuzbe pojavila, vendar so
rastline uspele omejiti nadaljnji razvoj bolezni.
Preostalih 93 akcesij fizola je bilo na okuzbo
obcutljivih, od tega je bilo 24 akcesij zmerno
obcutljivih (stopnja obcutljivosti 4 - 6), 69 pa
mocno obcutljivih (stopnja obcutljivosti 7 - 9).
Pri slednjih so bolezenska znamenja (nekroze)
zajela ve¢ kot 70 % listne povrSine, mocno
prizadeta so bila tudi stebla, rastline so hirale
in propadale .

Na podlagi dobljenih rezultatov sklepamo, da
bi z vnosom nekaterih genov iz
srednjeameriske  dednine lahko bistveno
prispevali k izboljSanju odpornosti slovenskih
genskih virov fizola.

4 SPREMEMBE V GENETSKI STRUKTURI SLOVENSKIH GENSKIH VIROV
NAVADNEGA FIZOLA SKOZI CAS

4.1 Genetska erozija in raznolikost
navadnega fiZola tipa CeSnjevec

Na primeru avtohtonih lokalnih populacij
fizola tipa 'Ce$njevec' smo proucevali pojav
genske erozije v dednini slovenskega fizola v
zadnjih 50-ih letih (Maras in sod., 2006a).
Stopnjo genetske erozije smo ocenjevali na
osnovi  sprememb  oziroma razlik v
mikrosatelitni alelni diverziteti pri starih in
novih akcesijah ceSnjevca, ki smo jih na

osnovi morfoloskih lastnosti semena (oblike in
barve) izbrali iz 50-let stare kolekcije na KIS.
V zacetku smo v raziskavo vkljucili pet
genotipov iz stare kolekcije (Stari Ce$njevec)
in 19 genotipov iz zbirke SRGB (Novi
Cesnjevec). V nadaljevanju pa smo v analizo
dodatno vkljucili 20 fenotipsko razli¢nih
genotipov iz nove zbirke, ki so bili ob
vklju¢itvi v . SRGB imenovani kot ¢eSnjevec
oz. kot njegovi sinonimi (¢reSnjevec, ¢eSnovar
ipd.). Prav tako smo vkljucili tudi kontrolne
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genotipe (16 genotipov iz stare zbirke, Stiri
genotipe iz nove kolekcije in tri genotipe, ki
smo jih pridobili iz genske banke IPK v
Nemciji).

V prvem delu raziskave smo pri 19-ih novih
akcesijah (95-ih vzorcih) na 14-ih lokusih
identificirali 62 mikrosatelitnih alelov, pri 5-ih
starih akcesijah (25-ih vzorcih) pa 36 alelov.
Podobnost med obema skupinama ¢eSnjevcev
se je pokazala v istovrstnosti najbolj pogostih
alelov in kasneje tudi potrdila v statisti¢ni
analizi. Analiza je pokazala, da v tem Casu ni
prislo do izgube alelov, pa¢ pa je prislo do
sprememb v njihovi frekvenci ter do
introgresije novih alelov v njihovo genetsko
strukturo. V nadaljevanju, ko smo v analizo
vkljucili dodatne genotipe fizola, smo na 14-ih

skupini Stari Ce$njevec, 69 pri skupini novega
fizola, 68 pri skupini starega fizola in 61 pri
kontrolnih skupinah. 29 alelov je bilo prisotnih
le v skupini Novi Cesnjevec, trije aleli pa so
bili le pri skupini Stari Cesnjevec, kar potrjuje
rezultat, ki smo ga dobili pri analizi manjSega
Stevila genotipov, da torej v zadnjih 50-ih letih
ni prislo do vecje izgube alelov. Prisotnost
nekaterih novih alelov v skupini Novi
Cesnjevec pa kaze na to, da je prislo v tem
casu do introgresije nekaterih novih alelov v
skupini ¢eSnjevcev. Rezultat analize prikazuje
razsevni grafikon (slika 2), kjer vsak simbol
predstavlja doloCen genotip oziroma akcesijo.
Razprienost novih akcesij 'CeSnjevca' na
razsevnem grafikonu je posledica vnosa novih
alelov in sprememb v frekvenci posameznih
alelov, ki so se v zadnjih 50-ih letih zgodile z

mikrosatelitnih  lokusih identificirali 108 meSanjem populacij, rekombinacijami in
razli¢nih alelov. Pri skupini Novi CeSnjevec je  mutacijami.
bilo prisotnih 62 alelov, 36 jih je bilo pri
2.0 1
4 NoviCesnjevec
13 Skupina I 0O Stari Cednjevec
10 4 A Srednje ameriski ref.
! NPT
T wly A Andskiref.
" i ;*;A“.\ ne s ire ‘
o) * Novi Slovenski
) A Stari Slovenski

Slika 2: Razsevni grafikon, ki prikazuje sorodstvene odnose med 67imi genskimi viri fizola (skupno je bilo
vkljucenih 231 vzorcev) (cit. po Maras in sod., 2006a).

406 Acta agriculturae Slovenica, 99 - 3, december 2012



4.2 Spremembe genetske strukture genskih
virov fiZzola iz geografsko razli¢nih
obmocij v obdobju 1800 do 2000

Spremembe v genetski strukturi fizola, ki so ga
pridelovali na obmocju Slovenije in sosednje
Avstrije v obdobju zadnjih 200 let, smo
proucili z uporabo 14 mikrosatelitnih
markerjev (Maras in sod., 2006b; Maras,
2007). V raziskavo smo vkljucili 128 genskih
virov navadnega fizola iz treh razli¢nih
casovnih obdobij, I obdobje — 33 akcesij iz
200 let stare zbirke, ki smo jo pridobili iz
genske banke pri Agrarbiologie Linz, Avstrija,
IT obdobje - 49 akcesij iz 50 let stare slovenske
zbirke, III obdobje - 39 akcesij iz SRGB. V
raziskavo smo vkljucili tudi sedem kontrolnih
genotipov za andsko in srednjeamerisko
dednino (3 tuje in 7 lokalnih sort fizola).

Raznolikost fizola v zbirki Kmetijskega instituta Slovenije

Na osnovi analize molekulske variance in
klastrske analize smo ugotovili, da se je velik
delez variabilnosti navadnega fizola izpred
200 let ohranil do danes. V tem casu je prislo
do izgube nekaterih alelov, vendar bilanca na
racun introdukcije novih alelov ni negativna.
Zaradi povecanja frekvence nekaterih alelov v
danasnji populaciji navadnega fizola se je
zmanjSala povpre¢na skupna variabilnost. Z
genske povezave, prikazane na UPGMA
dendrogramu, smo ugotovili, da se zdruzujejo
genotipi, ki so iz razlicnih geografskih
podrocij, kar kaze na skupni izvor slovenske
in avstrijske dednine fizola. Genotipi so se
razvrstili v andsko, srednje amerisko in tretjo
skupino, ki bi lahko bila specificna za to
obmocje.

S UPORABNOST ZBIRKE

Zbirko fizola uporabljamo za razlicne
raziskave, med katerimi prevladujejo raziskave
suSnega stresa, s katerimi se raziskovalna
skupina na KIS ukvarja zadnje desetletje.
Obsezna zbirka genskih virov pa predstavlja
tudi vir genov tako za Zlahtnjenje novih sort
kot za ponovno uvajanje starih sort Vv
pridelovanje.

5.1 Raziskave suSnega stresa

Izpostavljenost suSnemu stresu povzro¢i v
rastlinah niz fizioloSkih sprememb in ima
lahko wuni¢ujo¢ vpliv na Stevilne celicne
funkcije. Do sprememb pride tako na ravni
genov, kot tudi na ravni proteinov (Seki in
sod., 2002; Yamaguchi et al., 2010). Fizol je
obcutljiv na suso, ki vpliva na rast in razvoj
rastlin in v vremensko neugodnih letih se
pridelek lahko zmanjsa tudi za 60 % in vec.
Zaradi genetske kompleksnosti in zapletenega
mehanizma tolerance mehanizmi odgovora na
suSo pri fizolu Se niso podrobno preuceni
(Beaver in Osorno, 2009).

Na osnovi rezultatov meritev vodnega
potenciala in integritete membran pri devetih
sortah navadnega fizola v suSnem stresu smo
ugotovili, da je na suso najbolj tolerantna sorta
Tiber, najmanj pa sorta Starozagorski cern
(Hieng in sod., 2004). FizioloSke spremembe,
ki nastanejo kot posledica izpostavljenosti
susi, smo v listih sort Tiber in Starozagorski
cern proucevali tudi z uporabo TRAP (Total
Radical-Trapping Potential) testa, PAM
(Pulse-Amplitude-Modulation)  fluorometrije
in reflektometrije (Razinger in sod., 2010).
Rezultati meritev so pokazali, da je sorta Tiber
bolj odporna na susni stres, vendar stres pri
nobeni sorti ni bil tako mocan, da bi povzrocil
nepovratne spremembe fotosintetskega
aparata. V listih osmih genotipov navadnega
fizola smo proucevali izrazanje genov pri
razlicnih stopnjah dehidracije (Kavar et al.
2008). Z analizo genske ekspresije smo
ugotovili diferencialno izrazanje 15
transkriptov, od katerih se Sest diferencialno
izraza tudi pri navadnem repnjakovcu. Odkrili
smo pet transkriptov, ki pri drugih rastlinskih
vrstah niso bili poznani in ugotovili, da pet od
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osmih transkriptov z znizano ravnijo izrazanja
sodi v funkcionalno kategorijo fotosinteze. Da
bi ugotovili, ali so spremembe v izrazanju 13ih
transkriptov, ki smo jih potrdili kot navzgor ali
navzdol regulirane, del sploSnega odziva na
suso v rodu Phaseolus, oziroma so specifi¢ne
za posamezno vrsto, smo pri vrstah P.
coccineus, P. lunatus in P. acutifolius naredili
relativno analizo izrazanja s kvantitativnim
PCR (Kavar in sod., 2011). Rezultati so
pokazali, da je vzorec izrazanja pri vseh vrstah
podoben, ne glede na dejstvo, da se te Stiri
vrste razliéno odzivajo na suSo, tako na
fizioloSkem kot na morfoloskem nivoju.

V sodelovanju z dr. Marjetko Kidri¢ in
skupino z InStituta JoZef Stefan proucujemo
spremembe v proteoliticni aktivnosti pri
odzivu navadnega fiZola na suSo. Ugotovili
smo, da imajo kompleksno in verjetno
specificno vlogo pri odgovoru na susni stres
razli¢ne proteaze, saj se aktivnost nekaterih od
njih poveca in drugih zmanjsa (Hieng s sod,
2004; Budi¢ in sod., 2009). V pogojih
izrazitega suSnega stresa je odgovor na nivoju
proteazne  aktivnosti v korelaciji =z
obcutljivostjo posameznega genotipa. V listih
navadnega fizola se nahaja ve¢ serinskih
endopeptidaz in aminopeptidaz, na katere susa
razlicno vpliva (Budi¢ in sod. 2009; Budi¢
2009). Identificirani in karakterizirani sta bili
dve novi serinski endopeptidazi, ki sta podobni
subtilizinu, ena od njih je vpletena v odziv na
suso (Budic¢ 2009).

Za analizo proteinov, udelezenih pri odzivu na
suSo v listih fizola sort Tiber in Starozagorski,
smo uporabili proteomsko analizo (Zadraznik
in sod., 2011). Poskus smo izvedli v
rastlinjaku, kjer so bile rastline podvrzene
razlicnim stopnjam suSnega stresa, normalno
zalivane rastline so sluzile kot kontrola.
Vzorce proteinskih ekstraktov smo oznacili s
fluorescentnimi barvili in jih locili s pomocjo
dvo-dimenzionalno gelske elektroforeze. S
statisticno analizo regresije na osnovi vsote
najmanjSih kvadratov, ki je bila opravljena na
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osnovi 543 proteinskih lis sorte Starozagorski
¢ern in 400 proteinskih lis sorte Tiber, smo
doloc¢ili proteinske lise, pri katerih se je
izrazanje spremenilo Vv suSnem  stresu.
Proteinske lise, pri katerih je prislo do
povecanega ali zmanjSanega izraZzanja Vv
stresnih razmerah glede na kontrolne, smo
identificirali z LC-MS/MS, analiza MS
spektrov pa je bila obdelana s programom
Mascot, z uporabo podatkovne zbirke NCBInr.
Pri sorti Starozagorski ¢ern smo identificirali
64 proteinov, pri sorti Tiber pa 58 proteinov,
ki so se diferencialno izrazali v susi
(Zadraznik in sod., 2012). Ugotovili smo, da je
najve¢ identificiranih proteinov udelezenih v
procesih energijskega metabolizma (glikoliza,
Krebsov cikel), v sintezi proteinov ali njihovi
proteolizi, imajo zas¢itno in detoksifikacijsko
vlogo ali pa so wudelezeni v procesih
fotosinteze. Med sortama ni bilo bistvenih
razlik pri identificiranih proteinih ali vecjih
razlik pri izrazanju doloCene skupine
proteinov. Povezave med identificiranimi
proteini, ki smo jih  ponazorili z
bioinformacijsko analizo, omogocajo
kompleksnejsi vpogled v bioloske poti in
molekulske funkcije, na katere vpliva susni
stres. Raziskave na podro¢ju proteomike so
bile narejene v sodelovanju z dvema
raziskovalnima skupinama na NorveSkem,
inStitutom Nofima v Aasu in skupino z
Oddelka za molekularne bioznanosti Univerze
v Oslu, v okviru doktorskega Studija mlade
raziskovalke.

Sorti Tiber in Starozagorski c¢ern, ki se
razlikujeta v toleranci na suSo, smo uporabili
tudi kot starSevski liniji za pridobitev
rekombinantnih  inbridiranih  linij  (RIL).
Dobljeno F8 generacijo 80 RIL bomo
uporabili za izdelavo genske karte.

5.2 Zlahtnjenje
Zbirko avtohtonih genskih virov fiZola

uporabljamo tudi kot vir za zlahtnjenje
slovenskim razmeram prilagojenih, odpornih



in slovenskemu potro$niku vSe¢nih sort.
Pomanjkljivost domacih sort fizola se kaze v
nezadostni odpornosti, saj so vse bolj ali manj
obcutljive na nekatere glivicne in bakterijske
bolezni (fizolov ozig, fizolova vdrta pegavost,
fizolova rjava pegavost, mastna in navadna
fizolova bakterijska pegavost), Skodljivce
(¢rna fizolova us$) in viruse (navadni in rumeni
fizolov mozaik virus, fiZzolova virusna
pegavost), ki zmanjsSujejo koli¢ino in kakovost
pridelka (Sustar Vozli¢ in Megli¢, 2000).

Cilj zlahtnjenja je vzgoja novih slovenskih sort
fizola, odpornih na fizolov ozig in
spremenjene klimatske razmere (toleranca na
suSo in ekstremno vlago). Osredotocili smo se
predvsem na nizek fizol za zrnje. V ta namen
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izvajamo ciljna krizanja med slovensko sorto
Zorin in genotipi, odpornimi proti fizolovemu
ozigu in/oziroma tolerantnimi na suSo.
Selekcija v zgodnjih generacijah poteka po
metodi potomstva enega semena (single seed
descend), v kasnejSih generacijah (F4 in F5)
posadimo in vrednotimo vec rastlin. V letu
2009 smo zaceli tudi z reintrodukcijo starih
genskih virov. 1z zbirke fizola v SRGB smo
izbrali genske vire tipa ceSnjevec, liS¢ek in
'dan in noc¢'. Izbrane genotipe smo tri leta
vrednotili na poskusnem polju v Jabljah, v letu
2012 smo pet najboljsih virov vrednotili tudi
na treh drugih lokacijah v  Sloveniji.
Zlahtnjenje je v preteklosti potekalo v okviru
ciljnth  raziskovalnih  projektov, katerih
financiranje pa se je v letu 2011 zakljucilo.

6 SKLEPI

Zbirka genskih virov fizola predstavlja
najobseznejSo zbirko v Slovenski rastlinski
genski banki, saj trenutno obsega 1035
avtohtonih genskih virov fizola. V okviru
programa SRGB, predvsem pa v okviru vec
raziskovalnih  projektov smo del zbirke
podrobno ovrednotili in ugotovili, da se je v
stoletjih pridelovanja v Sloveniji oblikovala

raznolika dednina, ki jo je vredno ohraniti in
uporabiti tudi kot vir za Zlahtnjenje slovenskih
sort fizola. Pridelovanje fizola in njegova
uporaba v prehrani ljudi imata v Sloveniji
dolgo tradicijo. Fizol, ki ga danes pridelamo v
Sloveniji, pa ne zadostuje za samooskrbo, zato
veliko fizola uvozimo

7 ZAHVALA

Hranjenje, razmnoZevanje in  0snovno
vrednotenje genskih virov fizola poteka v
okviru programa Slovenska rastlinska genska
banka, za kar skrbi BoStjan Lipavic. Raziskave
genske raznolikosti in genske erozije so
potekale v okviru projekta 14-3284-0401-01,
ki ga je sofinanciralo takratno Ministrstvo za
Solstvo, znanost in Sport in Ministrstvo za

kmetijstvo, gozdarstvo in prehrano. Raziskave
suSnega stresa so oziroma Se potekajo v okviru
projektov J4-6355 in J4-4126, financiranih s
strani Agencije za raziskovalno dejavnost
Republike Slovenije. Raziskave fizola so bile
oziroma so tudi tema doktorskih disertacij treh
mladih raziskovalk.
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