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Susa je eden izmed najpomembnejsih abiotskih stresnih dejavnikov, ki zmanjsuje
pridelek zrnatih stro¢nic, kot je navadni fizol. Ta je pomemben v prehrani ljudi
zaradi visoke vsebnosti beljakovin in esencialnih hranil. Razvoj sort z mocno
toleranco na susni stres je glavni cilj Stevilnih programov Zlahtnjenja fizola v svetu.
Cilj te raziskave je bil ovrednotiti sorti navadnega fizola z razli¢no toleranco na
suso in njune potomce, rekombinantne inbridirane linije (RIL) Fg-generacije, z
razlicnimi parametri in dolo¢iti lokuse kvantitativnih lastnosti (QTL) povezanih z
odzivom rastline na susni stres. Na suSo bolj tolerantno sorto 'Tiber’ in manj
tolerantno sorto 'Starozagorski ¢ern’ smo ovrednotili z razli¢nimi morfoloskimi ter
fizioloSkimi parametri, s koli¢ino pridelka, molekulskimi markerji in z analizo
izrazanja Stirih genov, ki kodirajo akvaporine, ter dveh genov, ki kodirajo proteaze.
Poskuse smo izvedli v rastni komori in rastlinjaku, v kontroliranih razmerah.
Enaindvajseti dan rasti smo starSevski liniji in potomce prenehali zalivati ter jih
tako izpostavili susi. Meritve in vzorCenja smo opravili dan pred suSo, v treh
Casovnih stopnjah suse ter po rehidraciji: glede na vsebnost vode v substratu in
vodni potencial rastlin. Rastline RIL smo vrednotili s parametri, ki so razlikovali
starSevski liniji. S skupno 105 polimorfnimi markerji (SSR, AFLP in morfoloskimi)
smo izdelali 486,27 cM dolgo vezano gensko karto navadnega fizola. Markerje smo
razporedili v 10 vezanih skupin (LG). V analizo QTL smo poleg genske karte
vkljucili 28 kvantitativnih lastnosti, s katerimi smo dolocili 18 QTL. Regije QTL so
povezane z lastnostmi: §t. dni do cvetenja, $t. dni do pojava strokov, $t. strokov na
rastlino, $t. semen na strok, masa 100 semen s fizioloSkimi lastnostmi, povezanimi
z odzivom rastline na suso, ki do sedaj Se niso bile kartirane: vodni potencial in
hitrost transporta elektronov. Dolo¢ili smo jih na LG1, LG2, LG5, LG6 in LG9.
Identificirane QTL, ki so odgovorne za toleranco na suso, in drugi markerji bodo
pomembno prispevali k procesu zlahtnjenja, k razvoju orodij za pridobivanje novih
sort z izbolj$ano toleranco na razli¢ne dejavnike stresa. S tem bo tveganje za izgubo
koli¢ine in kakovosti pridelka, tako navadnega fizola kot tudi drugih kmetijsko
pomembnih polj$¢in, manjse.
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Drought is one of the most important abiotic stress factors limiting the yield of
major seed legumes such as common bean, which is important in human diet, due
to its high protein content and essential nutrients. The development of cultivars with
strong tolerance to drought stress is the main goal of many breeding programs of
common bean in the world. The aim of this study was to evaluate two common
bean cultivars with different tolerance to drought and their progeny, Fg generation
recombinant inbreed lines (RILs), with parameters on different levels and to
determine the quantitative traits loci (QTL) associated with the response of plants to
drought stress. We characterized more tolerant cultivar 'Tiber' and less tolerant
cultivar 'Starozagorski ¢ern’ with different morphological and physiological
parameters, crop yield, and molecular markers. Parental lines were evaluated for
differences in expression level of four aquaporin genes and two protease genes. The
experiments were performed in a growth chamber and greenhouse under controlled
conditions. The day before flowering, we withdrew irrigation of the mapping
population to expose them to drought. Measurements and samplings were
performed the day before drought, at three time points of drought and after
rehydration. RILs were characterized with parameters, which distinguished the
parental lines. With a total of 105 polymorphic microsatellites, AFLP and
morphological markers, we developed a genetic map of common bean. Markers
were assigned to 10 linkage groups (LGs). The QTL analysis included 28
quantitative traits with which we have determined 18 QTLs. QTLs were associated
with days to flowering, days until pods, pods per plant, seed per pod, 100 seed mass
and physiological traits associated with drought, namely water potential and
electron transport rate. We have linked them to LG1, LG2, LG5, LG6 and LG9.
Mapped QTL regions, which are responsible for tolerance to drought and other
markers, will significantly contribute to the process of breeding. They would
contribute to the development of tools for the production of new cultivars with
improved tolerance to different stress factors and thus reduce the risk of loss of the
quantity and quality of common bean and could be applied as well to other
important agricultural crops.
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simple sequence repeat)
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1 UvOD

Navadni fizol (Phaseolus vulgaris L.) pridelujejo v svetu na dobrih 24 milijonih hektarov,
kar predstavlja tretjino celotne pridelave strocnic (FAOSTAT, 2014). Najve¢ ga pridelajo v
Braziliji, ZDA in Mehiki, med celinami pa vodi Afrika (4 milijone ton). V Evropi se ga
najveé prideluje v balkanskih drzavah ter mediteranskem delu Italije in Spanije. Tudi v
Sloveniji ima pridelava fiZzola ve¢stoletno tradicijo. Skozi stoletja kontinuirane pridelave so
se ob razli¢nih klimatskih in talnih razmerah, veliki pestrosti krajine, izoliranosti ter zaradi
razli¢nega nacCina pridelave in uporabe v Sloveniji razvile Stevilne avtohtone populacije in
sorte fizola (Sustar-Vozli¢ in sod., 2000). V prehrani ljudi je navadni fizol nepogresljiv
zaradi velike vsebnosti beljakovin in ogljikovih hidratov, vsebuje pa tudi pomembne
vitamine in minerale, kot so zelezo, magnezij, kalij, cink, selen in kalcij (Broughton in
sod., 2003; Blair in sod., 2009, 2016). Zaradi visoke hranilne vrednosti in velikega
odstotka beljakovin predstavlja predvsem v revnejSih drzavah glavni vir esencialnih hranil
in sluzi tudi kot nadomestek mesu (de Almeida Costa in sod., 2006).

Na splosno navadni fizol v ¢asu rasti zahteva veliko koli¢ino vode, zato je znan po nizki
toleranci na susni stres (Broughton in sod., 2003). To pomeni, da ima pomanjkanje vode
lahko velik vpliv na rast, razvoj in pridelek. Susa se lahko stopnjuje skozi celotno rastno
dobo rastline, lahko pa se pojavi v dolo¢enem razvojnem stadiju in vpliva na zgodnji
razvoj rastline, vegetativno rast, cvetenje ter zorenje strokov (Rao, 2001). Cas pojava,
intenziteta ter dolzina trajanja susSnega stresa lahko pomembno vplivajo na koli¢ino in
kakovost pridelka. Ocenjeno je, da susa vsako leto povzroéi 60% izgubo pridelka (Beebe
in sod., 2012; White in Singh, 1991), ob moc¢ni susi pa je izguba lahko tudi do 80% (Rao,
2001).

Odziv na susni stres je vrstno specificen in pogosto tudi odvisen od genotipa (De Leonardis
in sod., 2012). Rastline se na suso lahko odzovejo s strategijo izogiba, tako da niso
izpostavljene dehidraciji (npr. hitro zaklju¢en fenoloski razvoj, listopadnost), ali pa se z njo
soocijo, pri cemer uporabljajo razlicne morfoloSko-anatomske prilagoditve in fizioloske
oz. presnovne mehanizme, ki pripomorejo k vecji ali manjsi toleranci (Beebe in sod.,
2013). Toleranca na suSo je zapletena, poligenska lastnost, povezana z odzivi na razli¢nih
nivojih, odraza se na ravni celic in rastlinskih organov (Shinozaki in ‘Yamaguchi-
Shinozaki, 2007; Shao in sod., 2008). Tolerantne rastline dopuscajo zelo nizek vodni
potencial in padec turgorja ali pa ohranjajo kolikor toliko ugoden turgor (npr. z osmotsko
prilagoditvijo, elasti¢nostjo celi¢nih sten) in ne dovolijo, da bi ta komponenta vodnega
potenciala preve¢ padla. Za toleranco na susni stres so kljuéne spremembe v presnovi, de
novo sintezi zas¢itnih proteinov (dehidrini, Saperoni) in razgradnja nepopravljivo
poskodovanih proteinov s pomocjo proteaz (Vaseva in sod., 2011).

Raziskave na vec rastlinskih vrst, med njimi tudi na stro¢nicah, so pokazale, da susa vpliva
na proteaze na razli¢nih ravneh, od izrazanja genov, ki jih kodirajo, do njihove aktivnosti
(Vaseva in sod., 2012; Budi¢ in sod., 2013). Ob mo¢nem su$nem stresu je odgovor na
nivoju proteazne aktivnosti mo¢no povezan z obcutljivostjo posameznega genotipa na suso
(Roy-Macauley in sod., 1992; Cruz de Carvalho in sod., 2001; Hieng in sod., 2004; Dramé
in sod., 2007).
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Medtem ko nam fizioloske meritve, anatomske in osnovne biokemijske analize rastlin
omogocajo boljse razumevanje kompleksnega prepleta s suSo povezanih lastnosti, nam
molekularna biologija in genomski pristop omogocata identifikacijo kandidatnih genov in
kvantitativnih lokusov, povezanih s temi lastnostmi (Mir in sod., 2012). Zahvaljujo¢
velikemu napredku na podro¢ju molekularne genetike, So za glavne rastlinske vrste razvita
obsezna genomska orodja. Za vecino vrst imamo na voljo ze veliko Stevilo molekulskih
markerjev, ki so nam v pomo¢ pri selekciji in kartiranju kvantitativnih lastnosti (angl. QTL

mapping).

Prva genska karta navadnega fizola je bila razvita z uporabo molekulskih markerjev na
podlagi dolzinskih polimorfizmov restrikcijskih fragmentov — RFLP (angl. restriction
fragment length polymorphism) (Adam-Blondon in sod., 1994; Nodari in sod., 1993;
Vallejos in sod., 1992), kasneje pa je Stevilo genskih kart naraslo predvsem z uporabo
nakljuéno pomnozenih polimorfnih markerjev DNA — RAPD (angl. random amplified
polymorphic DNA) (Freyre in sod., 1998), mikrosatelitov oz. markerjev SSR (angl.
microsatellite oz. simple sequence repeates) (Blair in sod., 2003; Grisi in sod., 2007; Yu in
sod., 2000) ter dolzinskih polimorfizmov namnozenih restrikcijskih fragmentov — AFLP
(angl. amplified fragment length polymorphism) (Hanai in sod., 2010). Za navadni fizol je
bilo narejenih ve¢ kot 25 razli¢nih genskih kart. Vec€ina temelji na krizanju starSev iz dveh
razli¢nih genskih skladov, andskega in srednjeameriskega (Singh in sod., 1991). Genskih
kart populacije krizancev istega genskega sklada, predvsem andskega, ni veliko narejenih
(Blair in sod., 2012; McClean in sod., 2012).

Pri fizolu je v primerjavi z odpornostjo na bolezni in $kodljivce toleranca na abiotske
dejavnike veliko manj raziskana. Razvoj su$nim razmeram prilagojenih sort fizola je
pomemben korak k zmanjSanju izgub pridelka in izboljSanju prehranske varnosti — kot
odgovor na klimatske spremembe (Beebe in sod., 2012).

Dolo¢itev kandidatnih genskih regij in analiza vezanosti s kvantitativnimi lastnostmi
povezanimi s suso (analiza QTL) bo pripomoglo k ve¢jem razumevanju odziva rastlin na
susni stres. Rezultati raziskave bodo velik doprinos zlahtnjenju sort navadnega fizola
tolerantnih na suSo.
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1.1 CILJI IN HIPOTEZE DOKTORSKE DISERTACIJE

Cilji

- Dolociti razlike v odzivu na susni stres med dvema na suso razli¢no tolerantnima
sortama navadnega fizola: 'Tiber', 'Starozagorski ¢ern'.

- Okarakterizirati potomce krizancev (RIL) izbranih starSevskih linij (‘Tiber’,
'Starozagorski ¢ern') z razliénimi morfoloskimi in fizioloskimi lastnostmi, Ki so
povezane z odzivom na susni stres in razlikujejo ti dve starSevski liniji.

- Zbrati dovolj polimorfnih markerjev za izdelavo genske karte navadnega fizola

- Na genski karti dolociti mesta kvantitativnih lastnosti (QTL) povezana z odzivom
na suSni stres, ki bodo pripomogla k natanc¢nejSi selekciji sort navadnega fizola
tolerantnih na suso.

Hipoteze

- S spremljanjem in merjenjem morfoloskih in fizioloSkih parametrov ter analizami
odziva proteaz bomo opredelili lastnosti, ki se v su$i razlikujejo med na suso
razlitno tolerantnima starSevskima linijjama navadnega fizola (‘'Tiber’,
'Starozagorski ¢ern’).

- S karakterizacijo starSevskih linij navadnega fizola (‘Tiber’, 'Starozagorski ¢ern’)
in njunih potomcev (RIL) Fg-generacije, izpostavljenih susnemu stresu, bomo
pridobili podatke o segregirajo¢ih morfoloskih in fizioloskih lastnostih, ki bodo
podlaga za analizo QTL.

- S karakterizacijo starSevskih linij in rastlin RIL bomo z razliénimi molekulskimi
markerji pridobili zadostno S§tevilo polimorfizmov, na osnovi katerih bomo izdelali
gensko karto navadnega fizola

- Z analizo QTL bomo identificirali markerje, ki bodo v tesni povezanosti z lokusi,
udelezenimi v odziv navadnega fiZola na susni stres.
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2 PREGLED OBJAV
2.1 NAVADNI FIZOL (Phaseolus vulgaris L.)
2.1.1 lzvor in domestikacija

Navadni fiZzol je najpomembnej$a zrnata stro¢nica za prehrano ljudi na svetu (CGIAR,
2017). Raznolikost v nacinu rasti, lastnosti semena in ¢asu zrelosti je pri navadnem fizolu
najvecja v primerjavi z drugimi kmetijsko najpomembnejSimi rastlinami. Variabilnost
omogoca Siroko obmoc¢je pridelovanja v razlicnih podnebnih razmerah. Navadni fizol
pridelujejo v Ameriki, Afriki, na srednjem vzhodu, Kitajskem in v Evropi (Blair in sod.,
2010). V drzavah v razvoju, kot so osrednja in Juzna Amerika ter jugozahodna Afrika,
predstavlja glavni vir proteinov, zato je kriticna komponenta boja proti podhranjenosti na
sto tiso¢e malih kmetov (FAOSTAT, 2014). Prideluje se ga zaradi listov, strokov, nezrelih
in zrelih zrn. Poleg velike nutricisticne vrednosti se zrnje navadnega fizola lahko dolgo
shranjuje, ne potrebuje veliko prostora in se ga preprosto pripravi kot jed. Suhi listi, stroki
in stebla so pomemben vir hranil za Zzivali ter uporabni za gorivo, predvsem v Afriki in
Aziji (CGIAR, 2016). Je pomembna komponenta v kolobarju, saj zmanjSuje uporabo
pesticidov, razvoj bolezni in plevelov, povecuje kakovost prsti in biotsko raznolikost,
omogoca biolosko fiksacijo duSika in pomaga pri pozitivnem okoljskem vplivu zaradi
zmanj$anja emisij toplogrednih plinov (Nemecek in sod., 2008; Peoples in sod., 2009a,
2009D).

Navadni fizol izhaja iz Mehike (Bitocchi in sod., 2012), od koder se je razsiril v Juzno
Ameriko. Razvila sta se zelo ekogeografsko razliéna genska sklada, srednjeameriski in
andski (Gepts, 1998). Srednjeameriski divji fizol, v primerjavi z andskim cveti kasneje in
dlje, ima daljSe peclje socvetij, ve¢je cvetne brakteole in manjSa semena (Gepts in sod.,
1986). Domestikacija se je zacela takoj po nastanku teh dveh skladov in se je razvila v
neodvisna domestikacijska dogodka, za vsak genski sklad, kar dokazujejo razli¢ne Studije
delitve genskih virov navadnega fizola na podlagi razlicnih markerjev (Acosta-Gallegos in
sod., 2007; Angioi in sod., 2009; McConnell in sod., 2010; Bitocchi in sod., 2012; Maras
in sod., 2013). V srednjeameriSki genski sklad sodi predvsem fizol iz Kolumbije,
Venezuele, osrednje Amerike in Mehike, medtem ko andski genski sklad zdruzuje genske
vire iz Peruja, Bolivije in Argentine. Rezultati Bitocchi in sod. (2013) so pokazali, da je
domestikacija v srednjeameriSkem genskem skladu povzroc¢ila mo¢no redukcijo genske
raznolikosti, kar potrjujejo obsezne Studije s pomocjo morfoloskih (Gepts in Debouck,
1991), proteinskih in aloencimskih molekulskih markerjev (Bercerra-Velasquez in Gepts,
1994; Tohme in sod., 1996; Kwak in Gepts, 2009; Rossi in sod., 2009; Zargar in sod.,
2015) in z uporabo tehnologij sekveniranja RNA ter analizo transkriptoma (Bellucci in
sod., 2014).

Po odkritju Amerike se je fizol v 16. stoletju razsiril na ostale kontinente. Danes je prisoten
na vseh celinah, razen Antarktike in zavzema vec kot 90 % pridelovalnih obmocij rodu
Phaseolus na svetu (Singh, 1999). Med drzavami poleg Mehike (1,27 Mt) in ZDA (1,31
Mt) najvec fizola pridela Brazilija, kar 3,3 milijone ton leta 2014. Afrika je s 4 milijoni ton
druga najvecja regija, kjer pridelujejo fizol (FAOSTAT, 2014). Velikokrat se v podatke o
pridelovalnih povrsinah in koli¢ini pridelka fizola oz. angl. 'dry bean' vkljucuje tudi
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podatke drzav, kot so Indija, Mjanmar in Kitajska, Kjer se v koli¢ini 1-4,7 Mt prideluje
predvsem fizol mungo in adzuki, ki pa sodita v rod Vigna in ne Phaseolus.

V Evropo je prvi fizol prisel okrog leta 1500 (Zeven, 1997), najverjetneje iz
srednjeameriS$kega centra variabilnosti (Rodino in Drevon, 2004). Na osnovi raziskav
posameznih zbirk fizola so z biokemi¢nimi in molekulskimi markerji ugotovili, da je
veéina evropske dednine fizola danes andskega izvora (Gepts in Bliss, 1988; Sustar-Vozli¢
in sod., 2006). Andski genotipi so se bolje prilagodili hladnim in kratkim poletjem zahodne
Evrope kot srednjeameriski genotipi, verjetno pa so bili tudi zaradi ve¢je oblike zrn bolj
atraktivni kot srednjeameriski. Angioi in sod. (2010) ocenjujejo, da je relativno velik
odstotek (44 %) evropske dednine nastal s hibridizacijo andskega in srednjeameriskega
genskega sklada. Kljub temu, da so hibridi prisotni po vsej Evropi, so zelo neenakomerno
razporejeni, z visoko frekvenco v osrednji Evropi in v mediteranskem obmodcju Spanije in
Italije (Angioi in sod., 2010) ter balkanskih drzavah. Selekcijski pritisk okolja na toleranco
na dolg dan, odpornost na bolezni in Skodljivce, stres ter selekcijo glede na fenotip, obliko
in barvo zrn ter odpornost so botrovali tudi razvoju Stevilnih lokalnih sort, ki jih v Evropi
poleg novo pozlahtnjenih sort pridelujejo $e danes (Sustar-Vozli¢ in sod., 2012). Maras in
sod. (2008) so z metodo netehtane aritmeti¢ne sredine (UPGMA) na osnovi podobnosti, ne
glede na vrsto markerja, razvrstili 100 slovenskih genotipov navadnega fizola, poleg
referen¢nih genotipov, v eno manjSo skupino srednjeameriskega genskega sklada in vecjo
skupino andskega genskega sklada, v kateri so ugotovili lokalno specifi¢no podskupino.

Navadni fizol je bil do leta 1970 najbolj razsirjena kultivirana stro¢nica v Evropi. Po tem
obdobju sta ga zaradi potreb Zivinoreje prehitela soja in grah. Skupna povrsina pridelave
graha je presegla 1-1,3 Mha, po letu 1990 pa je upadla. Leta 2013 je znasala pridelovalna
povrsina graha, soje oz. boba od 200.000 do 500.000 ha. Povprecno se je povrSina
pridelovanja zrnatih stro¢nic od leta 1961 do leta 2013 zmanjsala za 5,8-1,8 Mha, kljub
temu pa je celotna pridelava stro¢nic v tem obdobju narasla za 3,3-4,2 Mt (FAOSTAT,
2014).

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 vnosa fizola ni 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). Skozi
stoletja kontinuirane pridelave so se ob razlicnih klimatskih in talnih razmerah, veliki
pestrosti krajine, izoliranosti ter zaradi razlicnega nacina pridelave in uporabe v Sloveniji
razvile $tevilne avtohtone populacije in sorte fizola (Sustar-Vozli¢ in sod., 2000). Te se
lo¢ijo glede na namen pridelave (za zrnje, stro¢je ali kombinirano, kot krma za zeleno
maso, za zeleno gnojenje in zaSCito tal ali kot okrasna rastlina), tip rasti, viSino stebla,
obliko zrna, barvo zrna, dolzino vegetacije, odpornost na posamezne bolezni, prilagojenost
na dolocene klimatske razmere in doloceni nacini gojenja (Ivancic, 2002).

V okviru Slovenske rastlinske genske banke na Kmetijskem institutu Slovenije desetletja
vzdrzujejo zbirko fizola z ve¢ kot 1000 genskimi viri, ki so bili zbrani na obmocju
Slovenije. V zbirki je tudi 61 genskih virov, pridobljenih v sodelovanju v mednarodnih
ekspedicijah v tujini, ter 39 virov, ki so bili pridobljeni za potrebe raziskovalnega dela iz
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drugih genskih bank v Evropi in svetu. Vecino slovenskih virov predstavlja navadni fizol
(Phaseolus vulgaris L.), manjsi deleZ je turskega fizola (P. coccineus L.) (Sustar-Vozli¢ in
sod., 2000). S pomocjo analize tipa fazeolina (glavna zaloZna beljakovina) je Maras (2007)
dolo¢il poreklo slovenskim genotipom navadnega fizola.

2.1.2 Osnovne lastnosti

Po botani¢ni klasifikaciji uvr§¢éamo navadni fizol (Phaseolus vulgaris L.) v tretjo najvecjo
druzino rastlin, med metuljnice (Fabaceae), ki sodijo za travami (Poaceae) v drugo
agronomsko najpomembnejso druzino rastlin. Metuljnice obsegajo skupaj 650 rodov in
priblizno 18.000 vrst. Druzina Fabaceae pripada redu Fabales (stroc¢nice), nadredu
Rosanae, podrazredu Rosidae, razredu Magnoliopsida (dvokali¢nice), pododdelku
Magnoliophytina (kritosemenke) in oddelku Spermatophyta (semenovke). V rod Phaseolus
sodi skupno 50-60 vrst. Poleg navadnega fizola (P. vulgaris L.) so kultivirane Se $tiri
vrste: P. coccineus L. (turski fizol), P. lunatus L. (limski fizol), P. polyanthus Greenm.
(sinonim: P. dumosus McFady.) in P. acutifolius A. Gray. Gepts in sod. (1999) so z analizo
sekvence a-amilaze inhibitorskega gena ocenili, da naj bi se P. vulgaris od njemu najbolj
podobnih vrst, P. polyanthus in P. coccineus, loc¢il 2 milijona let nazaj. Najdlje v sorodu pa
naj bi si bili P. vulgaris s P. lunatus (Delgado-Salinas in sod., 2006).

Po vzniku navadnega fizola najprej zrasteta sréasta celoroba prava lista, vsi naslednji listi
so tridelni, z dolgimi listnimi peclji in prilisti, z najmocneje razvitim srednjim listicem.
Barva listov je svetlo rumena do temno zelena, so dlakavi in na listnih Zilah so sledovi
antocianidinov. Oblika listov je lahko srcasta, jajcasta, romboidna ali suli¢asta (Singh,
1991). Po tipu rasti in po visini stebla delimo sorte fizola v nizke ali grmicarje ter visoke
ali preklarje (Cerne, 1997). Cvetovi izrai¢ajo iz nodijev, so dolgi 1-1,5 cm, dvospolni in
posamicni ali dvojni pri tleh, vi§je na viti pa so zdruzeni v socvetje s po 3-8 cvetovi.
Cvetno odevalo je sestavljeno iz cevasto-zvoncaste ¢aSe s petimi ¢asnimi listi in iz razli¢no
obarvanih ven¢nih listov. Zadnji so sestavljeni iz dveh stranskih kril, jadra ali zastavice, ki
je zgoraj, in je daljSa od kril, spodaj pa lista sestavljata ladjico. Devet prasnikov je zraslih v
cev, deseti je prost (Graham in Ranalli, 1997). Plodnica je nadrasla, vrat brazde je zgoraj
dlakav, v sredini razSirjen in spiralasto zavit. Fizol je vefinoma samoprasna rastlina,
vendar je mozno tudi opraSevanje s tujim cvetnim prahom. DeleZ tujeprasnosti naj bi bil po
porocanju nekaterih avtorjev od 0,2 do 1,4 % (Pacova and Rocha, 1975, cit. po Ferreira in
sod., 2007; Pereira Filho and Cavariani, 1984, cit. po Ferreira in sod., 2007). Pompeu
(1963) je porocal o 6,0 % tujeprasnosti, Wells in sod. (1988) pa tudi nad 50 % (cit. po
Ferreira in sod., 2007). Plod fizola je strok z nitjo ali brez nje, razvijati se zacne 1015 dni
po cvetenju. Je zelen, rumen ali pisano obarvan, raven do ukrivljen, na prerezu okrogel,
plos¢at ali ploscato-okrogel (Cerne, 1997). Seme fiZola je dolgo do 2 cm ter §iroko 0,7-1,1
cm. Lahko je bele, rumene, roznate, temno rdece, vijolicne, sive, rjave, ¢rne ali pisane
barve, po obliki pa okroglo, ledvicasto, elipti¢no ali podolgovato-ovalno. Po debelini in
tezi je zelo razli¢no, masa 100 semen pa sega od 20 g do 200 g. Seme fiZola obdrzi kalivost
tri do Stiri leta, odvisno od nacina shranjevanja (vlaga, temperatura). V genski banki, ob
pravilnem hranjenju, tudi 10 let in ve¢. Ob ugodnih razmerah fiZol vznikne po sedmih do
desetih dneh po setvi, v manj ugodnih, to je pri nizji temperaturi, pa po 20 do 22 dneh.
Nizke in zgodnje sorte v ugodnih rastnih razmerah od setve do tehnoloske zrelosti
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potrebujejo od 50 do 70 dni. Visoke sorte dosezejo tehnolosko zrelost kasneje, od 100 do
130 dni po setvi (Graham in Ranalli, 1997; Cerne, 1997).

Fizol na prosto sejemo maja, ko se temperatura tal dvigne nad 10 °C, saj zahteva toplo in
vlazno okolje Ze med Kkalitvijo. Cveteti zaCne pri temperaturah od 18 do 25 °C, pri
temperaturah pod 15 °C in nad 30 °C ne cveti. Cvetovi odraslih rastlin v jeseni odpadejo,
ko se temperatura spusti pod 7 °C, pri temperaturi —0,1 °C pa rastlina fizola pozebe
(Graham in Ranalli, 1997; Cerne, 1997). FiZol slabo prenasa vro¢ino in suso, kar moéno
vpliva na koli¢ino in kakovost pridelka. Visoke temperature negativno vplivajo na dolzino
strokov, Stevilo semen v stroku in maso semena. Pri visoki temperaturi in nizki relativni
zraéni vlagi odpadejo cvetovi in mladi stroki (Munoz-Perea in sod., 2006). Poleg relativne
zracne vlage potrebuje fizol tudi veliko vlage v tleh. Optimalna talna vlaga za rast fizola
znaSa 60-75 % poljske kapacitete tal, optimalna relativna zra¢na vlaga pa 65-80 %. Ob
preveliki zrac¢ni vlagi in visokih temperaturah rastlinam fizola odpadejo cvetovi in te
postanejo ob&utljivejse za bolezni (Graham in Ranalli, 1997; Cerne, 1997). Izvorno je fizol
rastlina kratkega dne, vendar je vecina danes gojenih genotipov nevtralna glede dolzine
dneva. Lahka ilovnata tla s pH od 5,5 do 7,0 in bogata z organsko snovjo so najprimernejsa
za pridelovanje navadnega fizola (Singh, 1999; Cerne, 1997).

Navadni fizol pridelujejo zaradi svezih/zelenih strokov, zelenih olus$¢enih semen in zrelih
semen. Fizol, ki ga pridelujemo za stroke, imenujemo strocji fizol. Polno razviti stroki so
lahko pod koZico stroka in v Sivu vlaknasti ali ne. V svetu se prideluje najve¢ fizola za
zrnje, manjsa je pridelava stro¢jega fizola (FAOSTAT, 2014). Zeleni listi, stebla in luséine
strokov so krma za govedo, suhe rastline fiZzola pa so uporabne za steljo goveda za
povecanje organske snovi skupaj z izlocki goveda ali za gorivo (Singh, 1999).

Pri navadnem fizolu predstavljajo beljakovine 20 % suhe snovi, od teh je do 80 % zaloznih
(Sparvoli in Bollini, 2014). Poleg beljakovin je navadni fizol bogat vir vlaknin, ogljikovih
hidratov, vsebuje pa tudi Stevilne vitamine in minerale, kot so Zelezo, magnezij, kalij, selen
in kalcij (Broughton in sod., 2003; Graham in sod., 2007; Blair, Sadoval in sod., 2009;
Blair, Wu in sod., 2016). Zaradi visoke vsebnosti ogljikovih hidratov, 20-60 % vseh
sestavin v zrnu, ima suho fizolovo zrnje visoko energijsko vrednost, saj 100g vsebuje 80—
340 kkal (USDA, 2016). Madhujith in sod. (2004) porocajo o pomembni vsebnosti
antioksidantov, zaradi katerih ima fiZzol tudi zdravilne ucinke. Redno uZivanje fiZola
prispeva k zmanjSanju holesterola in vsebnosti sladkorja v krvi ter posledi¢no blazi
nekatere vrste rakavih obolenj, sladkorno bolezen tipa 2 in kardiovaskularne bolezni
(Arnoldi in sod., 2015; Duranti, 2006). Fizol mora biti pred zauZitjem ustrezno pripravljen,
saj v nasprotnem primeru vsebuje tudi nekatere antinutricionistiéne komponente (npr.
lektine) (Batista in sod., 2010).

2.1.3 Zlahtnjenje

Zacetki zlahtnjenja navadnega fizola so bili osredotoCeni predvsem na izboljSanje
odpornosti navadnega fizola na razlicne bolezni in na prilagoditev razli¢cnim okoljskim
razmeram. Kasneje je bil poudarek tudi na kakovosti pridelka, habitusu rastline in koli¢ini
pridelka (De Rone in sod., 2015). Pomembne spremembe v pridelavi fizola so se v ZDA
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pojavile ze leta 1917, ko se je zacela pridelava iz osrednjega dela Siriti proti zmerno toplem
zahodnem delu ZDA, kjer je danes najvecja pridelava fizola (Brick in Lowry, 2000). Vzrok
selitve je bil izbruh bolezni fizola, kot sta fizolov ozig (povzroca ga gliva Colletotrichum
lindemuthianum (Sacc. & Magnus)) in fizolova bela gniloba (povzroca jo gliva Sclerotinia
sclerotiorum (Lib.) de Bary), ki sta postali resen problem podrocij, kjer fizol komercialno
pridelujejo (Adams, 1996). Poleg fizolovega oziga in bele gnilobe na produktivnost
navadnega fizola vplivajo tudi druge gliviénih bolezni, kot so rja (povzroc¢a jo gliva
Uromyces appendiculatus (Pers.:Pers) Unger), siva plesen (povzroc¢a jo gliva Botrytis
cinerea Pers.:FR) in gnitje korenin, bakterijske bolezni, kot so navadna bakterijska snet
(povzroc¢a jo bakterija Xantomonas axonopodis pv. phaseoli), obrockasta snet in
bakterijska rjava pegavost (povzroca ju Pseudomonas syringae) in virusne okuzbe, kamor
pristevamo Virus navadnega mozaika fizola — BCMV (angl. bean common mosaic virus),
virus rumenega mozaika fizola — BYMV (angl. bean yellow mosaic virus) in virus zvijanja
listov fizola — BLRV (angl. bean leafroll virus).

Fizolov ozig lahko povzro¢i tudi do 100 % izgubo pridelka (Schwartz in sod., 2005), do
80 % izgube lahko povzro¢i virusni mozaik, navadna bakterijska snet pa okoli 22 %. Vse
tri bolezni se veinoma prenaSajo s semeni, predvsem fizolov ozig in bakterijska snet pa
lahko tudi z rastlinskimi ostanki (Schwartz in sod., 2005). Velik napredek pri omejevanju
in prepreCevanju teh bolezni je Zlahtnjenje odpornih sort. Velik odstotek sort je ze
odpornih na fizolov navadni virusni mozaik, v nekaterih primerih tudi v kombinaciji z
odpornostjo na katero drugo bolezen. Redko je sorta odporna na tri ali celo ve¢ razli¢nih
bolezni (Singh in sod., 2007; Teran in sod., 2009; Singh in Schwartz, 2010). Boersma in
sod. (2013) so s kombinacijo konvencionalne metode ponovnega krizanja in selekcijo s
pomocjo molekulskih markerjev uspesno vnesli gene za odpornost na navadno bakterijsko
snet v sorto Manitoba in s tem zdruzili odpornost na navadno bakterijsko snet z
odpornostjo na fizolov ozig v belem grahavem fizolu ter z odpornostjo na virusni mozaik
pri ¢rnem in »pinto« fizolu.

Pomemben napredek je bil narejen pri sortah z izboljSano odpornostjo na doloceni
Skodljivi organizem ali nematode, vendar pa je sortiment z odpornostjo na eno ali ve¢
Skodljivih organizmov 0z. na nematode majhen (Singh in Schwartz, 2010).

Drugi biotski stresni dejavniki navadnega fizola so tudi Skodljivei, kot so fizolar, ¢rna
fizolova listna us, Skrzat in fizolova muha. Na rast in razvoj ter koli¢ino in kakovost
pridelka vplivajo tudi pleveli, kar pa je mo¢no odvisno od razmer okolja (temperatura,
vlaga), agronomskih ukrepov, stanja zemljis¢a pred setvijo fizola, sistema pridelave,
obdelovanja tal, rastnih razmer in tekmovalne sposobnosti posamezne sorte, gostote setve,
razpolozljivosti vode in kontrolnih meritev (Singh in sod., 2009; Singh in Schwartz, 2010).

Med najpomembnejSimi lastnostmi za selekcijo in priporocilo sorte navadnega fizola je
velikost pridelka, vendar je ta lastnost zelo kompleksna, poligensko dedovana in mo¢no
odvisna od razmer okolja (Torga in sod., 2013). V zlahtniteljskih programih je za uspesno
pridobitev sort z visokim pridelkom treba zagotoviti zadostno gensko raznolikost in
ucinkovite strategije za dolocanje razlik pri elitnih genotipih za dosego zastavljenih ciljev.
Dejavniki, ki najbolj vplivajo na uéinkovitost tega procesa, SO interakcije med genotipom
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in okoljem ter izbira primerne zlahtniteljske metode za segregacijsko populacijo, ki sledi
izboru ustreznih starSev (Pontes Junior in sod., 2016).

Med abiotskimi stresnimi dejavniki, ki omejujejo pridelek fizola, je v splosnem
najpomembnejSa slaba rodovitnost tal, predvsem pomanjkanje fosforja, problemati¢na je
tudi toksi¢nost aluminija in mangana (White in Brown, 2010). V zadnjih letih je zelo
pogost stresor susa, ki se v vecji alimanj$i meri pojavlja na vecini pridelovalnih povrsin
fizola po celem svetu (White in sod., 1988; Beebe, 2012; Assefa in sod., 2015). Velikost
pridelka, toleranca na susni stres, prilagoditev na pomanjkanje fosforja v tleh in hranilne
lastnosti so prioritetne lastnosti, h katerim tezijo zlahtnitelji navadnega fizola ze od leta
1990 (Broughton in sod., 2003).

V preteklosti so bile na Kmetijskem institutu Slovenije preko individualne odbire iz
avtohtonih populacij pozlahtnjene 4 sorte navadnega fizola ('Zorin’, 'Klemen', 'Jabelski
pisanec’, 'Jabelski stro¢nik’). Na osnovi veéletnega vrednotenja, selekcije in opravljenih
analiz ve¢ kot 30 genskih virov tipov ¢e$njevec in lis¢ek so odbrali dve akcesiji, dve novi
ohranjevalni sorti navadnega fizola, ki sta bili leta 2016 vpisani v Sortno listo Republike
Slovenije ('Cesnjevec pisani visoki' in 'Lis¢ek rde¢i marmorirani') (Sustar-Vozli¢ in sod.,
2017). Cilji Zlahtnjenja novih sort so toleranca na su$ni stres, odpornost — predvsem na
fizolov ozig in virusne okuzbe, zgodnejSe cvetenje, visok in kakovosten pridelek.

Vandemark in sod. (2014) poroc¢ajo, da je doprinos genetskih raziskav osnovnih lastnosti
navadnega fizola k povecanju pridelka v zadnjih tridesetih letih 13,9 kg/ha/leto, kar znasa
0,77 % na leto. Nadaljnje vkljucevanje genskega zapisa drugih genotipov navadnega fizola
vV nove sorte naj bi omogocilo nov vir genske raznolikosti za povecanje pridelka v
prihodnosti (Vandemark in sod., 2014).

Cilj zlahtnjenja rastlin je povecati Stevilo Zelenih alelov za dolo¢eno produktivno stanje
rastline. Verjetnost, da bi dosegli kombinacijo vseh Zelenih alelov za kvantitativno lastnost
pri enem genotipu je zelo majhna. Za izboljSanje kvantitativnih lastnosti, kot sta semenski
pridelek in toleranca na abiotske dejavnike, je potrebna veckratna selekcija in
rekombinacija (De Rone in sod., 2015).

Nova metoda selekcije, tj. selekcija s pomocjo markerjev (angl. MAS — marker assisted
selection) se je razvila v poznih devetdesetih letih, Kjer se uporabljajo potencialni markerji
DNA kot molekulsko orodje pri Zlahtnjenju rastlin (Ribaut in Hoisington, 1998). MAS
omogoca selekcijo genov, ki kontrolirajo Zelene lastnosti s prisotnostjo ali odsotnostjo
markerja. Zdruzeno s tradicionalno tehniko fenotipske selekcije, je MAS postala
uéinkovito, efektivno, zanesljivo in cenovno ugodno orodje v primerjavi z bolj
konvencionalno metodologijo Zlahtnjenja rastlin (Bhanu in sod., 2016).
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2.2 ODZIV RASTLIN NA SUSNI STRES
2.2.1 SuSni stres

Stevilni abiotski dejavniki, kot so susa, slanost, ekstremne temperature (zelo visoke ali zelo
nizke), slaba 0z. premoc¢na osvetlitev, pomanjkanje ali toksi¢ne vrednosti hranil imajo
izrazit vpliv na koli¢ino pridelka (Boyer, 1992; Rao in sod., 2013). Abiotski dejavniki
vplivajo tudi na razli¢no razporeditev rastlinskih vrst v razli¢nih tipih okolja (Chaves in
sod., 2002). Neenakomernost in nepredvidljivost klimatskih sprememb zahtevata razvoj
strategij za ohranjanje ali izboljSanje koli¢ine in kakovosti pridelka v obmocjih s
specificnim podnebjem (Beebe in sod., 2011).

Toleranca na suso je zapletena poligenska lastnost, povezana z odzivi na razli¢nih nivojih;
odraza se na ravni celic in rastlinskih organov. Odziv na susni stres je vrstno specifi¢en in
pogosto tudi odvisen od genotipa (De Leonardis in sod., 2012). Rastline uporabljajo
razli¢ne morfolosko-anatomske prilagoditve in fizioloske oz. presnovne mehanizme, ki se
odrazajo tako na ravni celic kot tudi na rastlinskih organih. Odziv rastline na susni stres je
odvisen od Stevilnih dejavnikov, kot so: stadij razvoja, v katerem se rastlina sooci s
stresom, jakost stresa ali od kombinacije dejavnikov okolja (visoka temperatura, svetlobna
jakost idr.). Vpliv suse je odvisen od intenzitete, tipa in dolzine suSnega stresa (Beebe in
sod., 2013).

Susa vpliva na vsebnost vode v rastlini, prevodnost listnih rez in na presnovne mehanizme,
ki so odraz razlicnega odziva rastlin (Slika 1). Rastline se odzovejo na susni stres z
mehanizmi, s katerimi se ji izognejo ali jo (do neke mere) tolerirajo (Beebe in sod., 2013).
Rastline se lahko susi izognejo tako, da zakljucijo svoj Zivljenjski krog preden pride do
mocnega pomanjkanja vode v zemlji in rastlini. Ta mehanizem privede do zgodnejSega
cvetenja in oblikovanja ter zrelosti strokov, do zgodnjega odpadanja listov, do razvojne
plasti¢nosti ali do prerazporeditve produktov fotosinteze v semena (Araus in sod., 2002).
Nekatere rastline v izogib susi povecajo sprejem vode in zmanj$ajo njeno izgubo (Chaves
in sod., 2002). Sprejem vode je lahko izboljsan z ucinkovitej$o absorpcijo vode, vecjo
globino koreninjenja in s povecanjem hidravlicne prevodnosti ter z zmanjSanjem
evapotranspiracije iz nadzemnih delov. Pomembno vlogo pri prehajanju vode skozi celi¢ne
membrane (plazmalema, tonoplast) imajo intrinzi¢ni membranski proteini, akvaporini
(Hussain in sod., 2011). Njihova biolosko pomembna sposobnost je uravnavanje transporta
vode skozi membrane v razmerah, kjer je prilagoditev rastline na pretok vode fiziolosko
kriticna (Luu in Maurel, 2005). Toleranca na suSo je v osnovi sposobnost rastline
toleriranja zelo nizkega vodnega potenciala in padca turgorja. Nekatere tolerantne rastline
ohranjajo kolikor toliko ugoden turgor (npr. z osmotsko prilagoditvijo, elasti¢nostjo
celi¢nih sten) in ne dovolijo, da bi ta komponenta vodnega potenciala preve¢ padla. White
in Castillo (1992) sta na podlagi meritev na steblih in koreninah tolerantnih ter obcutljivih
genotipov potrdila, da k toleranci pomembno vplivajo lastnosti koreninskega sistema.
Rezultati raziskave genotipa 'BAT477" in 'San Cristobal’ kazejo, da so se rastline fizola
izognile susnemu stresu z globljim koreninjenjem (Sponchiado in sod., 1989).
Najpomembnejs$i mehanizem izogibanja susnemu stresu je kontroliranje prevodnosti listnih
rez, s ¢imer rastlina med vegetativno fazo omeji transpiracijo, da bi ohranila vodno bilanco
(Osakabe in sod., 2014).
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Slika 1: Odziv rastline na susni stres (Osakabe in sod., 2014).
Figure 1: Plant response to drought stress (Osakabe in sod., 2014).

Pravi izziv je povecati ucinkovitost izrabe vode za transpiracijo, ko te primanjkuje (Blum,
2009). Zato je treba dobro preuciti parametre, ki vplivajo na ucinkovito kontrolo
prevodnosti listnih rez (Sinclair, 2012).

Problem pridelovanja navadnega fiZzola je v velikem delezu pridelovalnih povrsin v regijah
z manjSo koli¢ino padavin. Susa povzroca tudi do 60 % zmanjSanje pridelka in poslabsanje
njegove kakovosti (Beebe in sod., 2011; White in Singh, 1991). Znano je, da je navadni
fizol obcutljiv na suso — Se posebno med fazo cvetenja in razvojem strokov (Fernandez in
sod., 1986; Fageria in sod., 2010). Zmerno moc¢na suSa najveckrat vodi v zmanjSanje
rastlinske mase navadnega fizola, zmanjSanje Stevila semen na strok, zgodnjo zrelost,
zmanjSanje pridelka in teZe semena ter zmanjSanje mozZnosti vezave duSika (Ramirez-
Vallejo in Kelly, 1998). Razvoj suSnim razmeram prilagojenih sort fizola je pomemben
korak k zmanj$anju izgub pridelka in izbolj$anju prehranske varnosti $e posebej v drzavah,
kjer pridelujejo fizol na obmocjih pomanjkanja vode (Beebe in sod., 2011).

2.2.2 MorfolosKi in fenoloski odziv
Morfoloske lastnosti predstavljajo prve markerje oz. znake, uporabljene pri vezanem

kartiranju. Na podlagi opazovanj morfoloskih lastnosti je bila kot prva izdelana genska
karta vinske musice (Drosophila melanogaster) (Sturtevant, 1913). Vkljucujejo gene, ki so
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veéinoma nastali z mutacijami, in vplivajo na morfologijo rastline. So lahko pod mo¢nim
vplivom dejavnikov okolja. Na splosno je morfoloskih markerjev, ki se dedujejo v kakrsni
koli genetski populaciji, premalo za razvoj tesne vezave s specificno ekonomsko
pomembno lastnostjo. Se veé, veliko morfoloskih mutacij je pri Zlahtniteljskih populacijah
Skodljivih ali nezazelenih, zato imajo kot opazovani markerji omejeno uporabnost. Z
veCanjem Stevila markerjev na genski karti njihova uporabnost za selekcijo genov in
lastnosti, ki jih je navadno tezko zlahtniti, postaja vedno bolj ocitna.

Velikost semena je bila primarna morfoloska lastnost uporabljena za lo¢evanje med
genskima skladoma. Poleg te lastnosti so bile razlike tudi v velikosti in obliki lista ter
brakteole, barvi cveta, dolzini internodija in poziciji kljuna stroka (Singh in sod., 1991).

Fenoloski podatki rastlin predstavljajo pomemben del selekcije genotipov, tolerantnih na
suso, ker odrazajo prilagajanje zivljenjskega kroga rastline dolo¢enim su$nim razmeram v
okolju. Zgodnost je efektivna strategija zlahtnjenja za povecanje stabilnosti pridelka v
mediteranskem podnebju, kjer so rastline izpostavljene suSnem stresu, Ceprav lahko
ekstremna zgodnost privede do slabSega pridelka. Zgodnje cvetenje lahko pomaga pri
izogibu suSe, ne pomeni pa tolerance na susni stres (De Leonardis in sod., 1012).
Izboljsanje tolerance na vec abiotskih stresnih dejavnikov je bolj produktivno, kot
toleranca na en sam abiotski stres (Yang in sod., 2013).

2.2.3 Fizioloski odziv

Fotosinteza in celi¢na rast sta primarna procesa, na katera vpliva susSa (Chaves, 1991).
Omejitev prevodnosti listnih rez v zacetni fazi suse negativno vpliva na fotosintezo zaradi
omejene difuzije ogljikovega dioksida v listih in pomanjkanja tega plina v mezofilu. Ta
stomatalna omejitev sovpada s prebitkom energije v fotosinteznem tilakoidnem aparatu, ki
vodi do fotoinhibicije (zmanjSanja fotokemi¢ne ucinkovitosti) (Chaves, 1991; Chaves in
sod., 2002). Aktivnost fotosinteznega aparata se zmanj$a, Ko je rastlina izpostavljena
mocnejsi susi in njen vodni potencial pade pod dolo¢en prag (odvisno od vrste rastline),
kar potrjuje poviSana vsebnost CO; (Brodribb, 1996) in zmanjSana aktivnost rubiska (Vu
in sod., 1998). Rezultati prikazujejo tesno povezanost med prevodnostjo listnih rez in
zmanjSanjem asimilacije CO,. Rastline, ki so bolj tolerantne na suSo z odzivom na
celicnem nivoju, so pogosto sposobne obdrzati listne reze odprte tudi v mocnejsi susi. To
jim omogoca sprejemanje CO, — nadaljevanje fotosintezne aktivnosti — in prispeva k ve¢ji
toleranci fotosinteznega aparata na pomanjkanje vode (Brestic in sod., 1995). Za boljse
razumevanje odziva rastlin navadnega fizola na susni stres je pomembno prepoznati in
razumeti fizioloSke procese, ki v razli¢nih stopnjah suSe pripomorejo Kk odzivu
posameznega genotipa navadnega fizola na suso. Identifikacija tolerantnih in netolerantnih
sort navadnega fizola vecinoma temelji na rezultatih meritev fizioloSkih procesov, na
katere vpliva suSa.

Costa Franca in sod. (2000) so izpostavili stiri sorte navadnega fizola iz Brazilije, A320,
Carioca, Ouro Negro in Xodd, susnemu stresu z namenom, ovrednotiti mehanizme
prilagoditve rastline na ta stres skozi analize parametrov rasti, vodnega statusa, izmenjave
plinov in indikatorje mehanizmov tolerance na celicnem nivoju. Kljub temu, da so
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omenjene sorte kultivirane na enakem geografskem obmocju, so prikazale razli¢no stopnjo
prilagoditve na podaljSan susni stres med vegetacijsko dobo. V primeru kratkega obdobja
suSe se je izkazalo, da je prevodnost listnih rez ucinkovit prilagoditveni odziv, saj
fotosintezni aparat ni bil poSkodovan, pri dalj$i susi pa rastlinam do boljSe/mocnejse
tolerance omogocajo specifi¢ni biokemi¢ni mehanizmi na celicnem nivoju. Ugotovili so,
da je padec vnosa CO; odvisen od zapiranja in odpiranja listnih rez in od nestomatalnih
komponent. Zgodnje zapiranje listnih rez, fotosinteza in rast, zadrzevanje vode v tkivu,
osmotski potencial in odpornost membran so uporabni parametri tolerance na suso, vendar
je razmerje med njimi in odziv rastline navadnega fizola na suso kompleksno ter odvisno
od intenzitete in smeri suSe (Costa Franca in sod., 2000).

Lizana in sod. (2006) so spremljali pridelek in aktivnost fotosinteznega aparata, da bi
ugotovili ali genotipi navadnega fizola v razli¢nih okoljskih razmerah razli¢no reagirajo na
suso. Na sorto navadnega fizola z nadpovpre¢nim pridelkom kontrolnih rastlin je susa
mocno vplivala, na drugo sorto, z manjsim pridelkom kontrolnih rastlin, pa vpliv suse na
podlagi meritev stomatalne prevodnosti, stopnje fotosinteze, sinteze abscizinske Kisline in
odpornosti na fotoinhibicijo ni bil drastien.

Rosales in sod. (2013) so primerjali razli¢ni in na su$o tolerantni sorti navadnega fizola
dveh genskih skladov, 'Carioca’ ter 'Pinto Vila' iz skupine Durango (srednjeameriski
genski sklad) in "ICAPalmar’ ter 'Canario-60" iz skupine Nueva Granada (andski genski
sklad), v treh razli¢nih okoljih. Rezultati so pokazali, da je tolerantna sorta ob susi omejila
izgubo vode zaradi zapiranja listnih rez ¢ez dan in obdrzala visoko vsebnost vode v rastlini
¢ez no¢ — v primerjavi z obcutljivo sorto. Z moznostjo uravnavanja vsebnosti vode je
dosegla zadovoljiv pridelek tudi v susnih razmerah.

Rosales in sod. (2012) so na dveh na suSo razlicno tolerantnih sortah fizola ('Bayo
Madero' in 'Pinto Saltillo") poleg nekaj parametrov presnovnih procesov (relativne stopnje
rasti, akumulacije prolina, aktivnosti glikozilat oksidaze) spremljali tudi fizioloske, kot so:
netofotosinteza, transpiracija, prevodnost listnih rez, u€inkovitost izrabe vode, vsebnost
vode v listih in antioksidativni odziv. Rezultati so pokazali, da je prednost sorte 'Pinto
Saltillo’, tolerantne na suSo, v tem, da obdrzi koli¢ino pridelka tudi v mo¢nejsi susi zaradi
zgodnjega odziva prevodnosti listnih rez, ohranjanja fotosintezne aktivnosti, povecanja
ucinkovitosti izrabe vode in omejevanja akumulacije reaktivnih kisikovih spojin (prostih
radikalov).

Ruiz-Nieto in sod. (2015) so za namen izolacije in identifikacije fragmentov genov,
povezanih z odzivom na suSo, dolo¢enih pri mutantu alx8 navadnega repnjakovca, kot
diferencialni odzivni mehanizem na pomanjkanje vode okarakterizirali u¢inkovitost izrabe
vode pri dveh na suSo razli¢no tolerantnih sortah navadnega fizola (‘Pinto Saltillo® in
'‘Bayo Madero’). Ocenili so tudi stopnjo izrazanja predhodno identificiranih genov. Zaradi
zmoznosti ohranjanja visoke fotosintezne aktivnosti in asimilacije CO; je bila izraba vode
ucinkovitejsa pri bolj tolerantni sorti ‘Pinto Saltillo’ v primerjavi z netolerantno sorto
'‘Bayo Madero’. To razlozi tudi zmoznost sorte 'Pinto Saltillo’ vec¢je produkcije semen z
manjso koli¢ino razpoloZljive vode.
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Linije, ki so imele pod suSnim stresom vecji pridelek, so pokazale boljSo prerazporeditev
fotosinteznih produktov pri nastanku strokov in semen (Beebe in sod., 2008; Rao in sod.,
2009; Beebe in sod., 2013; Rao in sod., 2013). S tem se je povecal indeks pridelka (angl.
harvest index — HI), kar so potrdile tudi Studije, v katerih je navedeno, da je ohranjanje
visokega HI v razmerah s pomanjkanjem vode klju¢ do tolerance na suSo (Ramirez-
Vallejo in Kelly, 1998; Klaedtke in sod., 2012; Habibi, 2013). Indeks pridelka strokov
(PHI = (masa zrnja/celotna masa strokov) x 100) se uporablja kot indikator zmoznosti
premescanja fotosinteznih produktov v stresnih razmerah (Rao in sod., 2013).

Na osnovi rezultatov meritev vodnega potenciala in propustnosti membran pri devetih
sortah navadnega fizola iz SRGB v suSnem stresu so ugotovili, da je na suSo najbolj
tolerantna sorta ‘Tiber’, najmanj pa sorta 'Starozagorski ¢ern’ (Hieng in sod., 2004). Prav
tako so rezultati fizioloskih meritev TRAP (angl. Total Radical-Trapping Potential) in
reflektometrije pokazali, da je sorta 'Tiber’ bolj tolerantna na susni stres, vendar ta ni bil
pri nobeni sorti tako moc¢an, da bi povzrocil nepovratne spremembe fotosinteznega aparata
(Razinger in sod., 2010).

2.2.4 Molekulski markerji in njihova uporabnost pri Studijah su$nega stresa

Medtem ko fizioloske meritve, anatomske in osnovne biokemijske analize rastlin
omogocajo boljSe razumevanje kompleksnega prepleta s suSo povezanih lastnosti,
molekularna biologija in genomski pristop omogocata identifikacijo kandidatnih genov ter
kvantitativnih lokusov povezanih s temi lastnostmi (Mir in sod., 2012).

Razvoj molekulskih markerjev je po letu 1980 omogocil mocan napredek v zlahtnjenju, Ki
omogoca selekcijo s pomocjo markerjev in karakterizacijo QTL. Molekulski oziroma
markerji DNA so specifi¢ni deli sekvence DNA, ki se med osebki razlikujejo in jih zlahka
dolo¢imo ter spremljamo. Njihova uporaba temelji na variacijah fragmentov DNA, ki jih
imenujemo polimorfizmi, saj se dedujejo po Mendlovih pravilih. Pomembne lastnosti
molekulskih markerjev so: visoka polimorfnost, ko-dominantnost, enakomerna in pogosta
razporeditev po celotnem genomu, enakost v razli¢nih razmerah okolja, dostopnost, hitra in
poceni detekcija, enostavni in hitri postopki analize, visok izplen ter enostavna izmenjava
in primerjava podatkov med laboratoriji (Nishant Bhanu in sod., 2016). Vrednotenje
polimorfizmov markerjev DNA, ki se kazejo kot spremembe enega nukleotida, manjsi ali
vecji vstavki 0z. izrezi nukleotidov ali dolzinske razliice ponavljajo¢ih sekvenc, nam
preko analize potomstva 0z. populacije omogoca pridobivanje pomembnih informacij
dolocene lokacije (lokusa) v genomu, ki je povezan z neko fenotipsko lastnostjo.

Uporaba genetskih in genomskih analiz za identifikacijo DNA-molekulskih markerjev,
povezanih s toleranco na doloCeni stres, olajsa strategije Zlahtnjenja za izboljSanje
pomembnih kmetijskih rastlin (Perez-Clemente in sod., 2012). Tak pristop je Se posebno
uporaben pri tar¢nih lastnostih, Ki jih kontrolira ve¢ genov, kot v primeru suSnega stresa.
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2.2.5 0Odziv rastlin na su$o na biokemijskem nivoju

Rastline se odzivajo na suso tudi z razli¢nimi biokemijskimi procesi. Nekateri biokemijski
markerji, ki razlikujejo razli¢no stopnjo tolerance med genotipi navadnega fiZzola na susni
stres, so ze opisani, med njimi tudi vodni kanali imenovani akvaporini (AKP) (Montalvo-
Hernandez in sod., 2008; Recchia in sod., 2013). AKP sodijo v druzino intrinzi¢nih
membranskih proteinov — MIP (angl. membrane intrinsic proteins), ki skozi membrano
omogocajo transport molekulam vode in manjSim pozitivnim molekulam ter ionom, kot so
Si, B, NHg, urea, glicerol, CO,. AKP imajo karakteristi¢no strukturo z ohranjenimi motivi,
dva motiva NPA (asparagin-prolin-alanin) in selektivno sito ar/R (aromati¢no/arginin), Ki
omogocajo njihovo identifikacijo v genomu (Maurel in sod., 2008; Park in sod., 2015).
Uravnavanje transporta vode je zelo pomembna sposobnost rastline pri odzivu na susni
stres. Med-membranski pretok vode je mo¢no povezan S koli¢ino in aktivnostjo AKP v
celicni membrani (Chaumont in Tyerman, 2014). AKP med transpiracijo omogocajo
transport vode iz korenin po rastlini skozi liste in ostala tkiva (Maurel in sod., 2008).
Vkljuceni so v razlicne fizioloske procese, kot so celicna diferenciacija in elongacija,
transpiracija rastline in regulacija pretoka vode po rastlini (Gomes in sod., 2009; Li in sod.,
2014), kar pomeni, da imajo AKP pomembno vlogo pri odzivu rastline na razli¢ne stresne
dejavnike.

V rastlinah so prisotni razlicni AKP, ki tvorijo veliko druzino proteinov, Saj npr. pri
navadnem repnjakovcu (Arabidopsis thaliana) poznamo 35 homologov (Johanson in sod.,
2001) in 71 pri bombazu (Gossypium hirsutum L.) (Park in sod., 2010). V nedavni
raziskavi navadnega fizola (Schmutz in sod., 2014) so, na podlagi primerjav z AKP
navadnega repnjakovca na filogenetskem in strukturnem nivoju, identificirali in na nivoju
izrazanja v razliénih rastlinskih organih okarakterizirali 41 kodirajo¢ih sekvenc AKP
(Ariani in Gepts, 2015). Glede na to, v katerih membranah se nahajajo, in glede na
aminokislinsko sestavo jih razvr$¢amo v pet poddruzin: intrinziéni AKP v plazmalemi —
PIP (angl. plasma membrane intrinsic proteins), v tonoplastu — TIP (angl. tonoplast
intrinsic proteins), intrinzi¢ni proteini podobni nodulinu 26 — NIP (angl. nodulin26-like
intrinsic proteins), majhni bazi¢ni intrinzi¢ni proteini — SIP (angl. small basic intrinsic
proteins) in nekategorizirani X-proteini (XIP) (Park in sod., 2010). Poddruzine so
razdeljene Se v posamezne skupine. AKP, ki so razvr§€eni v razlicne skupine na podlagi
primerjav med razlicnimi rastlinskimi vrstami (Ariani in Gepts, 2015; Sakurai in sod.,
2005), niso nujno tudi ortologi.

AKP se v rastlinah, izpostavljenih susi, izrazajo razli¢no. Stopnja izrazanja variira med
razli¢nimi izoformami in tkivih, v katerih se nahajajo AKP, odvisna je od genotipa in vrste
rastline ter od prisotnosti simbiontov ali stopnje stresa (Afzal in sod., 2016; Park in
Champbell, 2015). Pri modelni rastlini, navadnem repnjakovcu, je bilo izrazanje skoraj
vseh preucevanih genov poddruzin PIP in TIP zmanjSano v susnem stresu in povecani
slanosti (Alexandersson in sod., 2005; Boursiac in sod., 2005). Izjemi sta bila gena
AtPIP1;4 in AtPIP2;5, saj se je le pri teh dveh izrazanje povecalo (Alexandersson in sod.,
2005). Izrazanje sedmih genov AKP vinske trte (Vitis sp.) se je mo¢no razlikovalo med
razli¢nimi izoformami, rastlinskimi organi in Vv razli¢nih stopnjah susnega stresa (Galmés
in sod., 2007). V listih vinske trte se je, za razliko od koreninskega tkiva, izrazanje v
moc¢nem su$nem stresu zmanjsSalo. Razlike v izrazanju ortologov skupin PIP1, PIP2, TIP1
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in TIP4 v povezavi s suSo in rehidracijo so bile ugotovljene pri navadnem repnjakovcu
(Alexandersson in sod., 2005), jagodnjaku (Fragaria vesca L.) (Surbanovski in sod., 2013)
in v povezavi z osmotskim stresom tudi pri kumari (Cucumis sativus L.) (Qian in sod.,
2015). Ugotovili so, da obstajajo razlike v stopnji izrazanja AKP genov istih poddruzin
med VVPIP1;1 v koreninah in VVPIP2:1 v steblu vinske trte (Vitis vinifera L.) (Vandeleur
in sod., 2009) ter med OsPIP1;2 in OsPIP1;3 v listih ter koreninah riza (Oryza sativa L.)
(Lian in sod., 2006).

Raziskav o izrazanju genov AKP pri navadnem fizolu v susnem stresu je malo (Aroca in
sod., 2006). Znano je, da je izrazanje genov AKP v genotipih navadnega fizola z razli¢no
toleranco na suSo razli¢no (Montalvo-Hernandez in sod., 2008; Recchia in sod., 2013).
Povecano izrazanje gena AKP, ki je bil kasneje, po novejsi nomenklaturi, imenovan
PvPIP2;5 (Ariani in Gepts, 2015), je bilo v listih navadnega fizola, izpostavljenega
suSnemu stresu, povezano z zmanj$anjem transpiracije (Aroca in sod., 2006). S pomocjo
subtrakcijske cDNA-knjiznice so identificirali AKP v genotipih navadnega fizola, ki so se
razlikovali v toleranci na suso (Montalvo-Hernandez in sod., 2008; Recchia in sod., 2013).
V koreninah tolerantnega genotipa so v susnem stresu dolocili povecano izrazanje
tonoplastnega AKP (Montalvo-Hernandez in sod., 2008), ki je bil kasneje identificiran kot
PvTIP2;3 (Ariani in Gepts, 2015).

Na osnovi nedavnih analiz RNA-transkripta iz razli¢nih organov divjih in kultiviranih
fizolovih genotipov so s pomocjo znanih podatkovnih baz identificirali AKP z visoko
povpre¢no stopnjo genskega izrazanja v kontrolnih razmerah (PvPIP1;2, PvPIP2;4 in
PvTIP1;1) in v susnem stresu (PvTIP1;1) (Ariani in Gepts, 2015). Rezultati izrazanja
temeljijo na analizah podatkov iz podatkovnih baz, zato so za boljse razumevanje vloge
genov AKP navadnega fizola potrebne nadaljnje raziskave na rastlinah izpostavljenih
suSnemu stresu.

Pomemben del odziva rastlin na spremembe v okolju, torej tudi na abiotski stres, je
razgradnja proteinov (Roy-Macauley in sod., 1992; Vierstra, 1993). Encimi, ki po definiciji
cepijo peptidne vezi med dvema aminokislinskima ostankoma imenujemo proteaze oz.
proteoliti¢ni encimi ali peptidaze. Proteaze so prisotne v vseh Zivih organizmih in so
strukturno zelo razlicne, kar je posledica njihove raznolike specificnosti za naravne
substrate in razlicnih mehanizmov, s katerimi omogocajo hidrolizo peptidnih vezi (Kidri¢
in sod., 2014). Glede na osnovno razdelitev proteaze lo¢imo na endopeptidaze, ki cepijo
peptidne vezi v sredini polipeptidne verige, in eksopeptidaze, ki cepijo vezi na terminalnih
delih. Karboksipeptidaze cepijo peptidne vezi na C-terminalnem koncu, aminopeptidaze pa
na N-terminalnem konecu peptidov. ITUBMB-sistem poimenovanja encimov (IUBMB,
2017) uvrsca proteaze med hidrolaze in pri nadaljnji klasifikaciji upoSteva pozicijo mesta
cepitve ter katalitski tip, medtem ko baza MEROPS (MEROPS, 2017) klasificira proteaze
le glede na katalitski tip. Glede na specifi¢nost do substrata in pogosto zaradi pomanjkanja
natancne identifikacije, posebno pri rastlinah (Tsiatsiani in sod., 2012), proteaze Se naprej
delimo glede na njihove kataliticne mehanizme.

Raziskave na razli¢nih rastlinskih vrstah so pokazale, da susa vpliva na proteaze na

razli¢nih ravneh, med katerimi so tudi razlike v izrazanju genov, ki jih kodirajo (Cruz de
Carvalho in sod., 2001; Seki in sod., 2002; Bartels in Sunkar, 2005; Contour-Ansel in sod.,
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2010; Vaseva in sod., 2012; Simova-Stoilova in sod., 2013; Kidri¢ in sod., 2014). Prve
raziskave o vplivu suSnega stresa na izrazanje proteaz segajo v leto 1990. Proteaze, o
katerih so najprej in najveckrat porocali, S0 cisteinske proteaze razli¢nih druzin, ki so jih
nasli v razlicnih rastlinskih vrstah, kot so grah, navadni repnjakovec in Sporobolus
stapfianus (Brzin in Kidri¢, 1995; Ingram in Bartels, 1996; Blomstedt in sod., 1998). Blaga
suSa je povzroCila zmanjSanje akumulacije transkripta genov, ki kodirajo potencialne
cisteinske proteaze v listih dveh sort araSida (Arachis hypogaea L.), medtem ko je moc¢na
susa povzrocila povecanje akumulacije transkripta v obeh sortah v zacetni fazi, kasneje pa
je prislo do povecanja samo pri tolerantni sorti (Dramé in sod., 2007). Akumulacija
transkripta cisteinskih proteaz je bila v raziskavi dveh sort pSenice zavrta v tolerantni sorti
in nespremenjena oz. povecana v manj tolerantni sorti pri odzivu na suso (Simova-Stoilova
in sod., 2010). Stopnja izrazanja genov cisteinskih proteaz je bila v steblu laskega muhvica
(Setaria italica) v odzivu na su$o zmanj$ana (Zhang in sod., 2007).

Susni stres vpliva tudi na izrazanje genov aspartatne proteaze. Mo¢no povecano izrazanje
so ugotovili v zgodnji fazi razvoja semen psenice, izpostavljeni kombinaciji suSnega stresa
in visokih temperatur (Sziics in sod., 2010), ter v listih ajde, izpostavljenih susi, temi in
svetlobnim zarkom UV-B (Timotijevi¢ in sod., 2010). V koreninah laskega muhvica pa je
bilo izrazanje aspartatne proteaze v odzivu na suso zmanjS$ano (Zhang in sod., 2007). Pri
kitajskem fizolu je bilo izrazanje aspartatne proteaze konstitutivno in povecano Vv
senescenci (Cruz de Carvalho in sod., 2001, 2004).

Izrazanje genov subtilizinu podobne serinske proteaze je bilo v listih dveh sort araSidov
zmanj$ano, izrazitejSe pa pri tolerantnejsi sorti (Dramé in sod., 2007). Pri pSenici Se je, v
zgodnji fazi razvoja semena v kombiniranem su$nem stresu in vro€ini, izrazanje genov
serinske proteaze zmanjsalo prej kot pri kontrolnih rastlinah (Sziics in sod., 2010).

Povecano izrazanje gena ATP-odvisne FtsH-proteaze so odkrili v listih koruze v su$nem
stresu in tretiranju z abscizinsko kislino — ABA (angl. abscisic acid), kar pa ni izboljsalo
tolerance te rastline na suso (Yue in sod., 2010). Poleg stresnih dejavnikov, kot so visoka
stopnja slanosti, nizke in visoke temperature, oksidacija, poskodbe in mo¢na svetloba, tudi
razli¢no mocan sus$ni stres ni vplival na izrazanje kloroplastne ATP-odvisne Clp-proteaze
pri navadnem repnjakovcu (Zheng in sod., 2002).

V listih navadnega fizola se je izrazanje gena, ki kodira prekurzor fitepsinu podobne Kisle
aspartatne proteaze, povecalo pri manj tolerantni sorti ‘Carioca’ v blagem suSnem stresu
(VP = -1,0 MPa), pri bolj tolerantni sorti 'IPA" pa samo v mo¢nejsi susi (VP = -1,5 MPa)
(Contour-Ansel in sod., 2010). V omenjenih sortah navadnega fiZola je bilo izraZanje
genov dveh prekurzorjev aspartatnih proteaz v mocnejsi susi (VP = -1,5 MPa) ve¢je pri
manj tolerantni sorti v primerjavi z bolj tolerantno sorto (Cruz de Carvalho in sod., 2001).
Budi¢ in sod. (2013) so ugotovili, da se izrazanje genov, Ki kodirata serinski proteazi
PVSLP1 in PvSLP2 v rastlinah navadnega fizola sorte 'Zorin', izpostavljenih sus$i, ni
spremenilo, kljub temu pa se je proteoliticna aktivnost PvSLP2 v listih povecala, odvisno
od starosti in pozicije lista. Analiza proteomov navadnega fizola sort 'Tiber' in
‘Starozagorski' je pokazala vpliv suSe na vsebnost cisteinske proteaze (Zadraznik in sod.,
2013). V odzivu na ta stres pri navadnem fizolu sorte 'Zorin' je bilo, vendar le na nivoju
aktivnosti proteaz, okarakteriziranih pet aminopeptidaz (PvAP1, PvAP2, PvAP3, PvAP4,
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PVAPS) (Budi¢ in sod., 2016). Rezultati raziskave so pokazali, da je susa povzrocila
povecanje aktivnosti vseh aminopeptidaz v skoraj vseh analiziranih razli¢no starih listih, a
Vv razli¢nih stopnjah, izjema so bile le aktivnosti PvAP4 in PvAP5 v mladih listih.

2.3 GENSKO KARTIRANJE

Gensko kartiranje je dolocanje relativne pozicije in razdalje med markerji po celotnem
kromosomu. Genska karta vrste je tako abstraktni model linearnega zaporedja skupin
genov in markerjev. Pri njihovi izdelavi lo¢imo dva pristopa: gensko kartiranje in fizi¢no
kartiranje. Gensko kartiranje temelji na pojavu vezanosti genov (angl. gene linkage) in
ugotavljanju pogostosti rekombinacij. Daje nam bolj ali manj natan¢no oceno
rekombinacijskih razdalj med geni ali molekulskimi markerji na istem kromosomu.
Fizi¢no Kkartiranje se opira na citogenetske metode (oznacevanje kromosomskih
fragmentov, in situ hibridizacija) in tehnologijo rekombinantne DNA. Z metodami
fizinega kartiranja dolo¢imo mesto na kromosomu, kjer se nahajajo geni ali genski
markerji. Za to kartiranje so potrebni DNA-vektorji (kozmidi, umetni kromosomi kvasovk
— YAC, umetni bakterijski kromosomi — BAC), ki se uporabljajo za kloniranje velikih
delov DNA (Cerenak in Javornik, 2008).

Izdelava genske karte zahteva razvoj primerne populacije za kartiranje, dolo¢itev velikosti
vzorca in markerskega sistema za genotipizacijo, genotipizacijo izbrane populacije z
zadostnim Stevilom markerjev in analizo vezanosti z uporabo statisti¢nih programov.
Detajlna genska karta z visoko stopnjo pokritosti genoma je predpogoj za lokalizacijo
genov ali lokusov kvantitativnih lastnosti, selekcijo s pomoc¢jo markerjev, primerjalno
genomiko med razli¢nimi vrstami, je okvir fizicnim kartam in osnova kloniranju genov, ki
temeljijo na genski karti. Vezane genske karte so nepogresljiv pripomocek za identifikacijo
genskih regij vplivnejSih genov in QTL-agronomskih lastnosti, kot tudi za primerjalne
genomske analize (Semagn in sod., 2006).

Zgodovina genetskih raziskav navadnega fiZola se je zacela Ze z »oCetom« genetike G. J.
Mendlom, W. Johannsenom in K. Saxom, ki so z raziskavami na navadnem fizolu
pomembno prispevali k temeljnim odkritiem na podrodju genetike znanosti. DolZina
genoma navadnega fizola je ocenjena od 450 do 550 milijonov baznih parov (Mbp),
razporejenih na 11 kromosomih (2n = 2x = 22), in je eden od najmanj$ih genomov med
stro¢nicami, kar je za eksperimentalni organizem prednost. FiZolov genom je le Sestkrat in
1.5-krat ve¢ji od genomov modelnih rastlin dvokali¢nic ter enokali¢nic — navadnega
repnjakovca in riza.

Prve genske karte navadnega fizola so objavljene po letu 1990. K temu je pripomogel velik
napredek v DNA-tehnikah, ki so postale cenovno ugodnejse in so povecale dostopnost
molekulskih pristopov. Tako so se odprle tudi ve¢je moznosti in cenovno ugodnejse
tehnike izdelovanja genskih kart, ki so omogocile pomemben vpogled v strukturo in
organizacijo genoma P. vulgaris (Pereira Vianello in Brondani, 2014). Za izdelavo genskih
kart je bil kljucen razvoj razlicnih molekulskih markerjev, se posebno RFLP in RAPD.
Izoblikovale so se prve karte loCenih populacij z le nekaj sto markerji (Vallejos in sod.,
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1992; Nodari in sod., 1993; Freyre in sod., 1998), a podatki $e danes sluzijo kot osnova za
usklajevanje informacij starih in novih genskih kart (Galeano in sod., 2011).

Pomemben napredek za gensko kartiranje in prav tako primerjalne genetske Studije je bil
razvoj kodominantnih mikrosatelitnin markerjev, ki so bili leta 2000 prvi¢ umes$¢eni na
karto navadnega fizola (Yu in sod., 2000). Skupno so razvili in testirali 37 parov zacetnih
oligonukleotidov za analizo polimorfizmov sorte BAT93 in Jalo EEP558 ter potomcev
krizanja, rekombinirane inbridirane linije F7-generacije. Na podlagi analiz dedovanja so na
gensko karto umestili 15 polimorfnih mikrosatelitnih markerjev in jih razporedili v sedem
vezanih skupin. Stevilo mikrosatelitnih markerjev je hitro naras¢alo. Grisi in sod. (2007) so
razvili 61 novih mikrosatelitnih markerjev in skupno s 106 markerji naredili gensko karto
dolzine 606,8 cM samo na osnovi mikrosatelitov. Z razvojem molekulskih markerjev se je
razvilo relativno veliko Stevilo genskih kart navadnega fizola, ki so se poleg Stevila in tipa
uporabljenih markerjev razlikovale tudi v izboru starSevskih genotipov, tipu analizirane
segregacijske populacije in analiziranih lastnostih (Beattie in sod., 2003; Blair in sod.,
2003, 2006; Broughton in sod., 2003; Kelly in sod., 2003; Rodriguez-Suarez in sod., 2007,
Checa in Blair, 2008; Grisi in sod., 2007). Hanai in sod. (2007) so nato objavili novo
osnovno gensko karto navadnega fizola z markerji izrazenega zaporedja z mikrosateliti —
EST-SSR (angl. expressed sequence tags — simple sequence repeats), analognimi
polimorfizmi odpornih genov — RGAP (angl. resistance gene analog polymorphism) in
markerji AFLP. Skupina 80 mikrosatelitov, 40 EST-SSR in 40 genomskih mikrosatelitnih
markerjev je bila testirana za ugotavljanje polimorfizma v 23 genotipih kultiviranih rastlin
navadnega fiZzola iz srednjeameriskega in andskega genskega sklada (Hanai in sod., 2007).
Prva S$tudija polimorfizmov posameznih nukleotidov — SNP (angl. single nucleotide
polymorphisms) (Galeano in sod., 2009) je na integrirano gensko karto navadnega fizola
vkljucila 118 novih lokusov markerjev. V zadnjih letih $tevilo markerjev SNP sunkovito
nara$ca, kar je omogocilo izdelavo goste vezane genske karte navadnega fizola (Hyten in
sod., 2010; Souza in sod., 2013; Mukeshimana in sod., 2014; Trapp in sod., 2015; Hoyos-
Villegas in sod., 2016). Razvoj vezanih markerjev je spodbudil $tudije o podobnosti
genomov pomembnih stro¢nic (McConnell in sod., 2010). Narejene so genske karte z ve¢
kot 1000 razlicnimi markerji, razporejenimi v 11 vezanih skupin, ki sluzijo kot okvir
analizam celotnega genoma, kar je velik potencial za uporabo pri Studijah podobnosti in
analizah QTL (Galeano in sod., 2011, 2012). Znana je skupna genska karta, ki je narejena z
uporabo potomcev treh krizanj razli¢nih starSevskih linij navadnega fizola (DOR364 x
BAT477, DOR364 x G19833 in BAT93 x JALOEEPS558) (Blair in sod., 2012; Cordoba in
sod., 2010; Hougaard in sod., 2008; McConnell in sod., 2010). Skupna genska karta ima v
11 vezanih skupinah razporejenih 1010 markerjev, od tega je 446 SNP, 392 SSR, 99
RAPD, 45 RFLP, 22 AFLP, 5 STS molekulskih markerjev in en fenotipski marker
(Galeano in sod., 2011).

Pred kratkim so Schmutz in sod. (2014) objavili referencni genom navadnega fizola
andskega genotipa G19833 (PHYTOZOME, 2014) iz zbirke CIAT (Internacionalni center
tropske agrikulture, Kolumbija), ki omogoca razvoj novih tehnik selekcije sort zelenih
lastnosti. Velikost genoma navadnega fizola je 521 Mb in predstavlja 89 % celotnega
587 Mb genoma (KEW, 2014). Prvi osnutek celotnega genoma navadnega fizola genotipa
(BAT93) iz srednjeameriSkega genskega sklada je bil prav tako narejen v oOKviru
konzorcija PhaslbeAm (Vlasovab in sod., 2014).
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Rastlinski genski material je bil za prve genske karte navadnega fizola veCinoma izbran iz
obeh genskih skladov, saj so predhodne raziskave pokazale, da se Stevilo polimorfizmov v
tem primeru drasti¢no poveca, kar je za kartiranje priporo¢ljivo (Haley in sod., 1994). Z
vedno ve¢ odkritimi in dostopnimi markerji ter izdelanimi genskimi kartami pa se je za
kartiranje zacelo uporabljati starSevske linije istega genskega sklada. Kljub temu je genskih
kart potomcev krizancev istega genskega sklada malo, saj je v takem primeru polimorfnost
markerjev zelo nizka (Frei in sod., 2005; Blair in sod., 2006, 2012). Prvo gensko karto
populacije krizancev andskega genskega sklada so objavili Cichy in sod. (2009) pri
preucevanju prilagoditve navadnega fiZzola na pomanjkanje fosforja v tleh. Gensko karto
populacije krizancev andskega genskega sklada dolzine 1105 cM sestavlja 166
molekulskih (SSR, RAPD, AFLP) in en fenoloski marker, ki so razporejeni v 11 vezanih
skupin. Z uporabo Sestih lastnosti (dolzina in povrSina korenin, vnos fosforja, uc¢inkovitost
izrabe fosforja, pridelek zrn in vsebnost fosforja v semenu) so Cichy in sod. (2009) dolo¢ili
29 QTL na 8 vezanih skupinah.

2.3.1 Rekombinacije in povezanost genov

Gensko Kartiranje deluje na principu razporeditve genov (markerjev ali lokusov) po
kromosomski rekombinaciji med mejozo, kar omogoca analizo njihove razporeditve pri
potomcih (Paterson in sod., 1996). Med mejozo se kromosomi razporedijo v gamete
nakljuéno, tako da je segregacija alelov enega gena neodvisna od alelov drugega gena
(Semagn in sod., 2006). Zakon o neodvisni razporeditvi opisuje drugi Mendlov zakon. Ta
velja za gene, ki se nahajajo na razli¢nih kromosomih. Tovrstni rekombinaciji pravimo
interkromosomska rekombinacija (Semagn in sod., 2006). Zanjo je znalilno, da oba
razreda rekombinantnih osebkov zavzameta vsak po 25 % potomstva v testnem krizanju
(enako tudi oba starSevska tipa). Zakon neodvisnega dedovanja pa ne drzi vedno za gene,
ki se nahajajo na istem kromosomu. Gena (oz. njune alelne kombinacije), ki se na
kromosomu nahajata dovolj blizu, se razporejata v gamete odvisno eden od drugega, zato
pravimo, da sta povezana (Semagn in sod., 2006). Te kombinacije alelov se bodo tudi
pogosteje prenesle skupaj iz starSev na potomce, kot geni, med katerimi je razdalja vecja.
V profazi mejoze prihaja v jedru do parjenja homolognih kromosomov in oblikovanja
tetrad. Kromatide homolognih kromosomskih parov se lahko med seboj prekrizajo —
nastane tako imenovana hiazma — in zamenjajo del genetskega materiala (Semagn in sod.,
2006). Rezultat prekrizanja (angl. crossing over) je nastanek novih rekombinantnih tipov
kromosomov, ki so drugacni od starSevskih. Tej rekombinaciji pa pravimo
intrakromosomska rekombinacija in je posledica izmenjave genetskega materiala med
nesestrskima homolognima kromatidama, kar se zgodi bistveno redkeje kot
interkromosomska rekombinacija (Semagn in sod., 2006).

Rekombinacija med razli¢nima lokusoma je mo¢no povezana s fizicno razdaljo med njima.
Ce sta gena povezana (sta na istem kromosomu), bo prislo do rekombinacije le, ¢e bo med
njima priSlo do prekrizanja. Frekvenca je razmerje med Stevilom rekombinantov in
celotnim $tevilom potomcev. Ker pride do rekombinacije med dvema kromatidama od
stirih, bo njuna frekvenca < 50 % (Semagn in sod., 2006). Maksimalna frekvenca med
dvema genoma znasa tako 50 %, kar pomeni, da gena nista povezana, saj sta tako dale¢
narazen, na primer vsak na svojem koncu kromosoma, da je med njima prislo do vsaj
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enega prekrizanja. Frekvenca rekombinacije (ali vrednost prekrizanja) nam poda oceno
razdalje med dvema lokusoma na kromosomu, pod pogojem, da je verjetnost prekrizanja
proporcionalna razdalji med lokusoma (Semagn in sod., 2006). Enoto pogostosti
pojavljanja rekombinacij (ena rekombinacija na 100 mejoz) so v Cast T. H. Morganu,
pionirju na podrocju raziskav kartiranja, poimenovali centimorgan (cM). V povprecju velja
ocena, da pri evkariontih 1 cM pomeni razdaljo med dvema lokusoma, ki je 1 x 10° baznih
parov. Frekvenca rekombinacij, ki jo e zaznamo Vv poskusih, pa navadno ni nizja od 0,1—
0,2 %, kar na kromosomu pomeni nekaj sto tiso& baznih parov (Cerenak in Javornik,
2008). Razmerje med gensko razdaljo (cM), dolo¢eno z genskim kartiranjem in fizi¢no
razdaljo, merjeno z baznimi pari, variira med organizmi in med kromosomi, zato je tezko
predvideti, kako velik segment je med genom in markerjema. Pogostost pojava
rekombinacij vzdolz celotnega genoma ni popolnoma enaka, v blizini telomer je vecja kot
v blizini centromer, poleg tega pa obstajajo v genomu tudi obmocja s povecano pogostostjo
prekrizanj (Cerenak in Javornik, 2008). Na rekombinacijo vpliva tudi okolje.

2.3.2 lzbira populacije za kartiranje

Prvi pogoj za izdelavo genske karte je izbor dveh genetsko razliénih starSevskih linij, ki
kazeta jasne genetske razlike pri vsaj eni ali ve¢ izbranih lastnostih. StarSevski liniji morata
biti dovolj genetsko razli¢ni za pridobitev zadostnega Stevila polimorfizmov, a §e vedno
dovolj podobni, da ne pride do sterilnosti potomstva in/ali visoke stopnje segregacijskega
odklona med analizo vezanosti (Semagn in sod., 2006). Stopnja polimorfizma odloc¢ilno
vpliva na stopnjo segregacije pri potomcih. Pri samoprasnicah izhaja populacija za
kartiranje iz obeh mo¢no homozigotnih starSev 0z. inbridiranih linij, pri tujeprasnicah pa je
situacija bolj zapletena, saj vecina takih vrst ne tolerira samooprasevanja. Zato se pri
rastlinah, Kjer je prisotna izrazita inbriding depresija (npr. vinska trta (Vitis sp.) (Fischer in
sod., 2004)), samoinkompatibilnost, ali pa ¢e prou¢ujemo dvodomne rastlinske vrste (npr.
hmelj (Humulus lupulus L.) (Cerenak, 2004)), posluzujemo tako imenovanega dvojnega
psevdotestnega krizanja. Pri tej metodi krizamo zelo heterozigotna starSa in na osnovi
segregacijske analize Fi-potomcev naredimo neodvisni karti za oba starSevska genotipa
(Grattapaglia in Sederoff, 1994).

Populacijo za kartiranje lahko pridobimo s kontroliranim ali z naravnim krizanjem. Zadnje
se redko uporablja pri rastlinah, pogosteje je v rabi pri humani genetiki. Kontrolirana
krizanja lahko izvedemo s krizanjem heterozigotnih starSev (psevdotestno kriZzanje in
»offspring« krizanje) ali s krizanjem homozigotov, kjer gre za kriZzanja dveh t. i. ¢istih linij.
Glede na nacin krizanja dveh Cistih linij lahko pridobimo razli¢ne populacije (Slika 2).
Izbira populacije mo¢no vpliva na uspeSnost vezanega kartiranja in je odvisna tudi od
markerskega sistema, ki ga uporabljamo. Navadno se za kartiranje uporabljajo potomci F,-
generacije, povratnih krizanj (angl. BC — backcross), dihaploidi (angl. DHL — double
haploide lines) ali rekombinantne inbridirane linije (RIL). Populacija potomcev F,-
generacije je najbolj informativna predvsem z uporabo kodominantnih markerjev. Dobimo
jo s samooprasitvijo hibridov Fi-generacije, krizancev dveh starSevskih linij. Testiranje
potomcev Fa-generacije se pogosto uporablja pri genskem kartiranju, ko fenotip ni izraZzen
konsistentno (npr. odpornost na bolezni), ali ko lastnost dolocajo QTL (kvantitativni
lokusi) (Cerenak in Javornik, 2008).
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Povratna krizanja izvedemo s krizanjem Fi-generacije z enim od starSev (prejemni ali
ponavljajo¢i star§). Ce je selekcija s povratnim krizanjem ponovljena vsaj $est generacij,
ve¢ kot 99 % genoma Seste generacije ali ve¢ pripada ponavljajo¢emu starSu (Babu in sod.,
2004). Populacije povratnih krizanj so lahko uporabne za kartiranje dominantnih
markerjev, ¢e so vsi lokusi ponavljajo¢e se komponente homozigotni in ¢e imata dajalec
ter prejemnik nasprotne polimorfne markerje. Pri manjsi zasicenosti markerjev (> 15 %
rekombinacij) so populacije povratnih krizanj bolj informativne v primerjavi z RIL.
Povecano Stevilo rekombinacij je koristno za tesne povezave, a je lahko nezazeleno pri
izdelavi kart z nizko nasi¢enostjo markerjev (Cerenak in Javornik, 2008). Populacije je s
povratnim krizanjem razmeroma lahko pridobiti, vendar pa pridobimo omejeno koli¢ino
semen.

Rastline RIL dobimo s ponovljivim samoopraSevanjem posamezne rastline, s ¢imer
pricnemo v F,-generaciji. Metodo imenujemo spremljanje potomstva posami¢nega semena
(angl. SSD - single seed descent) in jo nadaljujemo do Seste oziroma osme generacije. Pri
RIL so mozni veckratni (multipli) testi v razli¢nih okoljih in neomejeno vzdrzevanje linij,
ni medvrstne genske variance. Skupina rekombinantnih inbridiranih rastlin zagotavlja
izredno uporabno populacijo za analizo vezanosti genov in izdelavo genske karte ter je
enakovredna linijam dvojnih haploidov (Semagn in sod., 2007). Populacija dvojnih
haploidiov je narejena iz podvojevanja gamet iz F;. ali F,-generacije. Rastline so vzgojene
s tehniko tkivnih kultur po kromosomski podvojitvi pelodnih zrn s pomocjo kemijskega
tretiranja ali iz haploidnih zarodkov, nastalih iz vrstnega krizanja. Z uporabo RIL, dvojnih
haploidov ali populacij povratnih krizanj (faza zdruZevanja) zagotavljajo dominantni
markerji enako koli¢ino informacij kot kodominantni markerji. Z uporabo RIL ali dvojnih
haploidov so informacije, dobljene z dominantnimi markerji, najbolj informativne
(Semagn in sod., 2006).
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Slika 2: Potek pridobivanja glavnih tipov populacij za kartiranje samoprasnih vrst rastlin (Collard in
sod., 2005).

Figure 2: Diagram of the main types of mapping populations for self-pollinating species (Collard et al.,
2005).

Tocnost doloCanja genske razdalje in zaporedje markerjev je neposredno povezano S
Stevilom posameznikov, vkljuéenih v populacijo za kartiranje. Za izdelavo genske karte naj
bi jih bilo vsaj 50 (Young, 1994). ZazZelena velikost populacije za kartiranje je od 50 do
250 posameznikov (Mohan in sod., 1997), a za ve¢jo resolucijo natan¢nega oz. finega
kartiranja je potrebnih se ve¢ (Verma in sod., 2015).

Izbor segregirajoce populacije je najteZavnejsi, drag in kriticen del procesa zlahtnjenja
samoprasnih sort. Danes poznamo veliko metod (npr. razvrs¢anje (»bulk«), razvr§éanje v
F,-generaciji, rodovnis§tvo, potomstvo posameznega semena (SSD)) poenostavljenih in
optimiziranih z zmanjSanim stroSkom uporabe za razvoj sort za Zlahtnjenje (Vales in sod.,
2009). V mnogih programih javnih institucij za razvoj sort navadnega fizola uporabljajo
razli¢éne metode Zzlahtnjenja. Moreira in sod. (2010) so ocenili dobro uporabnost metod
rodovni$tva, razvr§¢anja in potomstva posameznega semena. Razvr$¢anje v F,. in Fs-
generaciji je prav tako pogosto uporabljena metoda v Zlahtniteljskih programih navadnega
fizola, predvsem v Braziliji (Ramalho in sod., 2012). Izbor metode temelji na ciljih
Zlahtniteljskega programa, dostopnih (finan¢nih in fizicnih) virih, tar¢ni lastnosti, potrebi
po ohranitvi variabilnosti skozi generacije, razvoju potomcev Zelenih lastnosti, uc¢inku
naravne selekcije in vzorCenju. Metode, uporabljene za selekcijo pridelka zrnja, so
primerjali pri razliénih vrstah rastlin (soja, navadni fiZol, kitajski fizol, ¢icerika, jeCmen,
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sezam, riz), pri Kkaterih so se v veéini Studij pokazale statisticno znaéilne razlike med
uporabljenimi metodami za pridobivanje potomcev oz. sort zelenih lastnosti (Pontes Junior
in sod., 2016). Kljub temu pa razlike med sortami z vedno ve¢jim pridelkom niso bile ve¢
tako velike, zato je bilo treba uporabiti u¢inkovitejSe strategije. Raposo in sod. (2000) so
dolocili genetski potencial segregacijske populacije za pridelek semena navadnega fizola s
pomocjo rodovnika, takoj$njega razvr$¢anja in razvrS¢anja v F,. in Fs-generaciji ter SSD.
Avtorji so s pomoéjo ocen genetskih in fenotipskih parametrov med uporabljenimi
metodami zakljucili, da sta metodi SSD in takojSnje razvrS¢anje boljsi pri generaciji linij s
potencialom za visok pridelek. Rezultati so pokazali, da metodi SSD in »bulk« ostajata
najucinkovitej$i strategiji za vzgojo sort z vecjim pridelkom semen celo v trenutnih
pogojih Zlahtniteljskih programov, kjer se razlike med sortami zmanj$ujejo. Omenjeni
metodi omogocata razvoj najobetavnejsih linij in sta najmanj pod vplivom interakcij med
geni in okoljem (Pontes Junior in sod., 2016).

2.3.3 lzdelava vezane genske karte
2.3.3.1 Analiza polimorfnih markerjev
Polimorfne markerje analiziramo glede na pri¢akovano stopnjo dedovanja (Mendlovo

dedovanje) z uporabo testa prileganja (angl. Goodness-of-fit test): chi-square test (%) ali
test log verjetnosti (angl. log likelihood ratio test - LR).

2 _vn |[(j—ep)
= j=1[_ej ] .. (1)

0
LR=2%7_,0;In <e—j) )
Kjer je n stevilo genotipov, 0 $t. opaZzenih in e $t. pri¢akovanih pri stopnji prostosti
sp=n-—1.

LR se uporablja pri analizi QTL. LR in LOD sta povezana z naslednjo enacbo:

LR(T)
2in(10)

LOD(r) = =0,2172 LR(7) .. (3)

Za vsak dodan marker/lokus se na podlagi njegovih vezanih lastnosti in ostalih Ze dodanih
markerjev razporedi na karto ter izracuna test prileganja.

2.3.3.2 Segregacijski odklon

Znacilno odstopanje razmerja dedovanja od pri¢akovane stopnje po Mendlovih zakonih
imenujemo segregacijski odklon. Pricakovana stopnja segregacije kodominantnih in
dominantnih markerjev populacije povratnega krizanja, dvojnih haploidov in RIL je 1:1;
kodominantnih markerjev F,-populacije je 1:2:1, dominantnih markerjev F,-populacije pa
3:1. Dejavniki, ki povzrocajo segregacijske odklone, so lahko genetski, fizioloski in/ali
okoljski (Reflinur in sod., 2014). Odstopanja se lahko pojavijo tudi zaradi nepravega
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uporabljenega genetskega materiala, slabe kakovosti podatkov, nenaklju¢nega vzorc¢enja
ali zaradi nesorazmerja gamet, ki jih dobimo najveckrat pri krizanjih z divjimi vrstami.
Mozna reSitev je izloitev vseh markerjev s p > 0,05 (ali p > 0,01) iz nadaljnjih analiz. Na
segregacijski odklon vpliva veliko dejavnikov, kot so koli¢ina, stopnja polimorfnosti in
genetski vplivi, letalnost prasnikov, preferencna fertilizacija, sterilnost in kromosomska
translokacija, ki moc¢no variirajo med vrstami, krizanji in med razli¢énimi populacijami za
kartiranje, uporabljenimi markerji in podobnim (Liu in sod., 2010). Segregacijski odklon
vpliva na konstrukcijo vezane genske karte in na detekcijo QTL (Zhu in sod., 2007).

Razporeditev segregacijskega odklona in vpliv genetskih faktorjev na segregacijski odklon
populacije kartiranja omogoca spremljanje celotnega genoma za nove odklone lokusov in
njihov odnos do novo nastalih ovir (Reflinur in sod., 2014). V raziskavi Yamagishi in sod.
(2010) se je izkazalo, da se regije segregacijskega odklona v F,-populaciji razlikujejo od
regij v populaciji DH, pridobljeni iz enakega krizanja. Primerjava med razlicnimi vrstami
populacije je pokazala, da segregacijski odkloni prevladujejo v DH in RIL, v Fo-populaciji
pa jih je manj (Zhang in sod., 2010).

Segregacijske odklone lahko najdemo v razli¢nih vrstah markerjev, tako v morfoloskih,
encimskih kot v molekulskih. V primerjavi z ostalimi markerji so molekulski fenotipsko
neodvisni in bolj zanesljivi v analizah segregacijskega odklona. Analize molekulskih
markerjev v multiplih populacijah so zato zelo uporabne za dolocanje segregacijskih
odklonov in za nadaljnjo identifikacijo genov, ki povzrocajo tovrstne odklone na teh
regijah (Lu in sod., 2002).

2.3.3.3 Tvorba vezanih skupin

Markerji so razporejeni v vezane skupine — LG (angl. linkage groups) na podlagi stopnje
verjetnosti. Ta je odvisna od razmerja verjetnosti, da sta dva lokusa z dologeno
rekombinacijsko vrednostjo povezana z verjetnostjo, da ta dva lokusa nista povezana. To
razmerje oznacuje vrednost LOD (ang. logarithm of the odds) (Risch, 1992).

Po definiciji je vrednost LOD ((Z(8)) logaritem pogostosti rekombinacij, ki jih opazujemo
pri doloCeni frekvenci rekombinacij v primerjavi s hipotezo, da opazovani podatki
predstavljajo neodvisno dedovanje (6 = 0,5):

L(6

Najveckrat se v raziskavah kartiranja uporablja vrednost LOD = 3 kot minimalna mejna
vrednost za dolocanje, ali sta lokusa povezana ali ne. Vrednost LOD = 3 pomeni, da je
1000-krat bolj verjetno, da sta lokusa povezana, kot da nista. Pri omenjeni vrednosti se
izognemo pojavu lazno pozitivnih ocen (dolo¢imo povezavo, ki ne obstaja) in lazno
negativnih ocen (ne zaznamo povezanosti dveh vezanih lokusov). Ce testiramo multiple
markerje, naraste verjetnost pojava lazno pozitivnih rezultatov, zato je treba uporabiti
strozji Kriterij, in sicer Z(6) + logq,(k), Kjer je k Stevilo testiranih parov markerjev in
Z(0) = 3. Pri ve¢ji mejni vrednosti LOD dobimo ve¢ razdeljenih vezanih skupin z
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manj$im Stevilom markerjev, pri manjsi vrednosti LOD pa dobimo manj skupin z ve¢jim
stevilom markerjev na skupino. Vedno lahko na koncu dobimo tudi nekaj markerjev, ki
niso dodeljeni v nobeno skupino.

Skupina vezanih markerjev je bioloSko gledano skupina genov, lociranih na istem
kromosomu, statisticno pa je to skupina lokusov, ki se pri dolocenih statisti¢nih pogojih
deduje skupaj. S spreminjanjem parametrov analize, izloCanjem markerjev ali
posameznikov in podobnim, lahko prilagajamo stevilo vezanih skupin, vendar moramo biti
pozorni, da so lahko markerji razlicnih kromosomov povezani naklju¢no in da lahko
dobimo markerje, razporejene v dve skupini enega kromosoma.

2.3.3.4 Funkcije genskega kartiranja

Funkcije genskega kartiranja opisujejo matemati¢ni odnos med rekombinacijsko frekvenco
(r) in razdaljo na karti (x). Razdalja na karti med dvema markerjema je povpreéno Stevilo
rekombinacijskih dogodkov med njima na mejozo. Natan¢no razmerje f med r in x
(r = f(x)) je odvisno od stopnje interference med rekombinacijskimi dogodki v sosednjih
intervalih. Interferenca pomeni, da pojav prekrizanja kromosomov 0z. nastanek hiazme v
dolodeni regiji zmanj$a verjetnost pojava prekrizanja v bliznjem intervalu. Ce je
interferenca pozitivna, pomeni, da je v sosednjih predelih rekombinacij manj, medtem ko
negativna frekvenca pomeni povecano Stevilo rekombinacij v blizini. Interferenco (I)
merimo s koeficientom skladnosti ( C ), ki izraza razmerje med opazovanim in
pri¢akovanim dvojnim prekrizanjem (I = 1 — C).

Morganova funkcija kartiranja (m = r) doloca, da je 1 % rekombinacije enak 1 enoti
karte oziroma 1 cM. Razdalja na karti (m) naj bi nakazovala kon¢no (pravo) Stevilo
prekrizanj med dvema markerjema. Slabost te funkcije je, da frekvenca rekombinacije (r)
meri le del rekombinacijskih dogodkov, in sicer tiste, ki se izrazajo v lihih Sstevilih.
Vprasljiv je tudi vpliv interference. Medlokusna razdalja je enaka frekvenci rekombinacij
pri manjsih razdaljah (< 10 ¢cM), pri ve¢jih od 10 cM to ne velja (Hartl in Jones, 2001).

Pogostost/frekvenca rekombinacije in pogostost prekriZanja nista linearno odvisni (Collard
in sod., 2005), zato je treba stopnjo rekombinacije pretvoriti v centimorgan (cM). Najbolj
uporabljeni funkciji za pretvorbo sta t.i. Haldanejeva, ki ne uposteva interference,

In(1-2r)
Xpgar = ———— - (5)

in Kosambijeva funkcija kartiranja, ki interferenco upoSteva.

Xkos = 2In (HZT) ... (6)

4 1-2r

Od teh dveh funkcij avtorji najveckrat uporabljajo Kosambijevo funkcijo.
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Pomembno je vedeti, da razdalje na vezani karti niso direktno povezane s fizi¢nimi
razdaljami DNA med genskimi markerji, ampak so odvisne od velikosti genoma in vrste
rastline (Paterson, 1996; Collard in sod., 2005).

2.3.3.5 Racunalniski programi za gensko kartiranje

Za analize vezanosti in Kkartiranje se uporablja razlicne racunalniske programe.
Najpogosteje  raziskovalci uporabljajo JoinMap (Stam, 1993; Ooijen, 2006),
MapMaker/EXP (Lincoln in sod., 1993), GMENDEL (Echt in sod., 1992); LINKAGE
(Suiter in sod., 1983) in MapManager QTX (Manly in sod., 2001), IciMapping. JoinMap je
trZni program, vsi ostali nasteti so prosto dostopni.

Statisticni programi za izracun zaporedja markerjev uporabljajo Kriterije, kot so metoda
najmanjSih kvadratov, maksimalna verjetnost (angl. likelihood), minimalna vsota sosednjih
rekombinacijskih delov.

Z veCanjem Stevila markerjev se zviSuje tudi mozni vrstni red, saj je za n-markerjev
moznih n!/2-razli¢nih razporeditev. Za preverjanje najverjetnejse razporeditve markerjev
se uporablja izratun logaritma verjetnosti. Pri tej metodi primerjamo verjetnost za
moznosti vrstnega reda in izberemo najverjetnejSega.
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2.4 ANALIZA QTL

Osnova analize kvantitativnih lokusov — QTL (angl. quantitative trait loci) je najti
povezavo med molekulskim markerjem in dolo¢eno kvantitativno lastnostjo. Z markerji
razporedimo populacijo kartiranja v razlicne genotipske skupine na osnovi prisotnosti ali
odsotnosti dolo¢enega lokusa in dolo¢imo, ali so med skupinami znacilne statisti¢ne
razlike glede na izmerjeno lastnost. Blizje kot je marker kvantitativnemu lokusu, manjsa je
verjetnost pojava rekombinacije med njima. Zato sta po navadi marker in QTL dedovana
skupaj in se bo srednja vrednost skupine mo¢no vezanih markerjev znacilno razlikovala (p
< 0,05) od srednje vrednosti skupine brez markerja. Kadar je marker slabo vezan ali ni
vezan s QTL, je njuno dedovanje neodvisno.

Da na gensko karto umestimo gen, ki vpliva na dolo¢eno kvantitativno lastnost, mora
obstajati v populaciji za kartiranje fenotipska variacija lastnosti, ki jo kontrolira ta gen.
Vecina kvantitativnih lastnosti ni monogenih, ampak nanje vpliva ve¢ genov. Prispevek teh
genov je majhen. Vsak vplivni faktor lahko oznac¢imo kot samostojni genski lokus.

Fenotip kvantitativne lastnosti je izrazen kot vsota genotipa in okolja.
yi=puta +e - (7)

Kjer je y; vrednost kvantitativne lastnosti merjena na osebku i, x« je srednja vrednost
populacije, a; je vpliv genotipa in e; vpliv okolja.

Na genski in molekularni ravni je bilo na suSnem stresu pri stro¢nicah ogromno raziskav
narejenih z analizami QTL oziroma tehnikami odkrivanja genov z vezanimi in
asociacijskimi kartami. Najve¢ tovrstnih raziskav je bilo narejenih na soji (Charlson in
sod., 2009; Du in sod., 2009) in trnati meteljki (Badri in sod., 2011; Vandecasteele in sod.,
2011). Du in sod. (2009) so populacijo rekombinantnih inbridiranih linij pridobljeno s
krizanjem dveh starSevskih linij soje, razli¢no tolerantnih na susni stres: sorto Kefengl, ki
je tolerantna na suSo, in sorto Nannongl138-2, ki je obcutljiva na suso, uporabili za
vrednotenje razli¢nih lastnosti, povezanih z odpornostjo na suso. Vrednostili so kontrolne
rastline in rastline, izpostavljene susi v poskusih na polju in v rastlinjaku. Dolo¢ili so 40
QTL-regij, od tega 17 za lastnost vsebnosti vode v listih v susnem stresu in 23 za pridelek
zrnja kontrolnih rastlin ter rastlin, izpostavljenih susi, tako pri poskusih na polju kot tudi v
rastlinjaku. Te raziskave niso samo pojasnile genetske osnove tolerance na suso, ampak SO
priskrbele zanesljive QTL-regije za uporabo v zlahtnjenju s pomoc¢jo markerjev za
pridobitev rodovitnejsih sort soje z vecjo toleranco na sus$ni stres (Scaboo in sod., 2009;
Fallen in sod., 2013).

Znane so QTL-regije, ki so razprSene po celotnem genomu navadnega fizola,
izpostavljenem razli¢nim rastnim razmeram, in so povezane z morfoloskimi lastnostmi
(Koinange in sod., 1996; Tar'an in sod., 2002; Beattie in sod., 2003; Blair in sod., 2006;
Perez-Vega in sod., 2010) s pridelkom (Park in sod., 2000; Tar'an in sod., 2002; Blair in
sod., 2006), rastlinsko in koreninsko arhitekturo rasti (Pérez-Vega in sod., 2010; Silva in
sod., 2013), z vsebnostjo hranil (Blair in sod., 2010) in s ¢asom kuhanja zrnja (Garcia in
sod., 2012).
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Velik napredek je bil dosezen tudi z raziskavami na odpornosti na bolezni in Skodljivce
(Miklas in sod., 2006). Markerji, vezani s QTL-regijami za odpornost na biotske dejavnike,
so bili karakterizirani in uporabljeni neposredno v selekciji (Ender in sod., 2008), ali pa so
bili pretvorjeni v karakterizirane sekvence pomnozenih regij (SCAR), ki so se v praksi
izkazale za uporabne pri razvoju linij oziroma sort navadnega fizola s povecano
odpornostjo na bolezni (Kelly in sod., 2003).

Kljub temu, da je bilo narejenih ze veliko vezanih kart z znanimi QTL-regijami, je le nekaj
QTL-regij vezanih z isto lastnostjo. Vzrok temu je lahko reducirana velikost segregacijske
populacije, uporaba razli¢nih generacij, genske interakcije predhodnikov, G x E interakcije
in omejitve pri delni primerjavi vezanih skupin med razli¢nimi Studijami (Pereira Vianello
in Brondani, 2014).

2.4.1 Statisti¢ne metode analize QTL
2.4.1.1 Vezanost posameznega markerjas QTL

Analiza vezanosti posameznega markerja — SIM (angl. single-marker analysis) je
najosnovnej$a metoda za detekcijo QTL povezanih z enim markerjem. Metoda uporablja
statistiéne analize, kot so t-test, analiza variance (ANOVA) in linearna regresija.
Najpogosteje se uporablja analizo linearne regresije, saj koeficient determinacije (R?)
markerja razlozi fenotipsko varianco, ki izhaja iz povezave QTL z markerjem. Celotna
genska karta za to metodo ni potrebna in lahko jo uporabljamo Ze s preprostimi osnovnimi
software programi. Slabost te metode: bolj kot je QTL oddaljen od markerja, slabse ga je
prepoznati, kar je posledica rekombinacij med njima. Metoda samo doloca QTL, ne
njegove lokacije. Problem lahko zmanjSamo z vecjim Stevilom markerjev oz. vecjo
pokritostjo genoma z markerji, po navadi na intervalu < 15 cM (Tanksley, 1993).

QTL je vezan z markerjem M z rekombinacijsko frekvenco r. QTL vpliva na kvantitativno
lastnost in vrednost lastnosti osebka i lahko zapiSemo:

yi=u+fM)+e .. (8)

Kjer je f(M;) opredeljena funkcija lastnosti markerja.

2.4.1.2 Intervalno kartiranje

Metoda intervalnega kartiranja — SIM (angl. simple interval mapping) je osnovana na
principu, da je QTL lociran med dvema sosednjima markerjema (Lander in Botstein,
1989). Markerja sta povezana z rekombinacijsko frekvenco r. Razmerje rekombinacijskih

frekvenc ob upoStevanju interference je:

r=r+1r,—2nn .. (9
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Ce je r majhna (markerja sta tesno vezana), se predvideva, da ni dvojnih prekrizanih
kromatid in ni interference, zato sledi:

ren ... (10)

Pri intervalnem Kartiranju sta mozna dva pristopa, in sicer verjetnostni ali regresijski
pristop. Pozicija QTL je odvisna od celotnega intervala med markerjema in je v primerjavi
z metodo vezanosti posameznega markerja statisti¢cno moc¢nejsa.

S to metodo ne moremo doloéiti, koliko Kvantitativnih lokusov je v enem segmentu, poleg
tega pa na rezultate lahko vplivajo bliznji QTL v sosednjih regijah kromosomov. Vzrok
tega so lahko vezani QTL, interakcije QTL in/ali nizka informativnost podatkov. Zato tezje
dolo¢imo mesto QTL, saj je vrh krivulje relativno nizek in Sirok.

2.4.1.3 Kompozitno intervalno kartiranje

V zadnjem casu se pri kartiranju QTL vedno pogosteje uporablja kompozitno intervalno
kartiranje — CIM (angl. composite interval mapping), ki je kombinacija enostavnega
intervalnega kartiranja in linearne regresije (Zeng, 1994; Jansen in Stam, 1994). Analiza v
statisticni model, poleg sosednjega para povezanih makerjev, vklju¢i dodatne markerje za
intervalno kartiranje. Glavna prednost metode CIM je vecja natancnost in efektivnost pri
kartiranju QTL v primerjavi z metodama SMA in SIM, predvsem kadar so vkljuceni
vezani QTL (Collard in sod., 2005).

2.4.1.4 Racunalniski programi za kartiranje QTL

Za analizo QTL je na razpolago vec¢ statisti¢nih ra¢unalni$kih programov. Najpogosteje se
uporabljata Windows QTL Cartographer (Wang in sod., 2012) in MapQTL (Ooijev, 2004).

2.5 ALTERNATIVNE METODE KARTIRANJA QTL

Konstrukcija vezane karte in analiza QTL zahteva ogromno Casa, napora ter denarnih
sredstev. Zato obstajajo alternativne metode, s katerimi lahko prihranimo ¢as in denar, kar
je zelo uporabno pri omejeni koli€ini razpoloZljivih virov. Metodi, ki se ju uporablja za
identifikacijo markerjev, vezanih s QTL, poleg kartiranja QTL, sta segregacijska analiza —
BSA (angl. bulk segregant analysis) in selektivna genotipizacija. Obe zahtevata populacijo
kartiranja.

BSA je metoda, ki jo uporabljamo za detekcijo markerjev, lociranih na dolo¢enih regijah
kromosomov (Michelmore in sod. 1991). Dva pola/skupini vzorcev DNA sestavlja 10-20
individualnih rastlin segregacijske populacije in se razlikujeta v lastnosti, ki nas zanima
(npr. toleranca na suso, odpornosti na dolo¢eno bolezen ...). Pri razvrs¢anju vzorcev DNA
v skupine so aleli razporejeni naklju¢no, razen regije, ki vsebuje gen, ki nas zanima. Z
markerji analiziramo obe skupini vzorcev DNA. Polimorfni markerji predstavljajo
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markerje, ki so povezani z genom ali z Zelenim QTL. Ko je celotna populacija testirana s
polimorfnimi markerji, lahko konstruiramo lokacijsko vezano karto. Ta nam omogoca
analizo QTL in determinacijo QTL (Ford in sod., 1999). BSA se v osnovi uporablja za
dolocanje genov, ki kontrolirajo enostavnejSe lastnosti, kljub temu pa se lahko uporablja
tudi za identifikacijo markerjev, vezanih na »major« QTL; QTL, povezane z vec geni
(Wang & Peterson, 1994). Za generacijo multiplih markerjev iz posameznega vzorcenja
DNA se najpogosteje uporabljata markerska sistema RAPD in AFLP z velikim kon¢nim
izkupickom (Collard in sod., 2005).

Selektivna genotipizacija temelji na izboru posameznikov iz populacije, ki predstavlja
fenotipski ekstrem analizirane lastnosti (Zhang in sod., 2003). Konstrukcija vezane karte in
analiza QTL je tako narejena samo na individuumih z ekstremnim fenotipom.
Genotipizacija podvzorca populacije lahko mo¢no zmanjsSa ceno Studije kartiranja. Tipicno
se to tehniko uporablja predvsem takrat, ko je vzgoja in fenotipizacija rastlin kartirane
populacije lazje izvedljiva in/ali cenejsa od genotipizacije z uporabo markerjev DNA.
Slaba stran te metode je, da ni u¢inkovita pri dolocanju u¢inkov QTL in da na enkrat lahko
testiramo samo eno lastnost (Tanksley, 1993). Prav tako uporaba enosmerne analize za
detekcijo QTL pri tej tehniki ni primerna, saj bi bili tako ucinki fenotipa precenjeni;
primernejsa je uporaba intervalnega kartiranja (Lander & Botstein, 1989).

V zadnjem casu se je mocno razvila tehnika asociacijskega kartiranja (angl. GWAS —

genome wide association studies), ki je alternativa klasicnemu biparentalnemu kartiranju
QTL za identifikacijo genetskih osnov kvantitativnih lastnosti (Rafalski, 2010).
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3 MATERIAL IN METODE
3.1 RASTLINSKI MATERIAL

V raziskavi smo uporabili dve sorti navadnega fizola, ki se razlikujeta v toleranci na suso.
Sorta 'Tiber’, ki izhaja iz Francije (Clause Semences), se je na podlagi predhodnih
raziskav razli¢nih sort navadnega fizola izkazala za bolj tolerantno, sorta 'Starozagorski
cern’ ('Starozagorski') (Semenarna Ljubljana, Slovenija) pa kot najmanj tolerantna na
suso. Sorta ‘Tiber' je imela kasnej$i in manjsi padec vodnega potenciala v susi ter najvecjo
integriteto celicne membrane po tretiranju s polietilenglikolom (PEG) v primerjavi s
sortama 'Zorin' in 'Starozagorski’® (Hieng in sod., 2004). Najmanjsa toleranca na susni
stres med vsemi tremi sortami se je pri sorti ‘Starozagorski' pokazala tudi v hitrem
zmanjSanju potencialne fotokemic¢ne ucinkovitosti v susnem stresu (Razinger in sod.,
2010). Obe sorti, ‘Tiber' in 'Starozagorski’, sta grmicaste rasti in namenjeni pridelavi
stro&ja. Obe izhajata iz andskega genskega sklada (Maras, 2007; Sustar-Vozli¢ in sod.,
2012).

Izbrani sorti sta bili uporabljeni kot starSevski liniji za pridobitev populacije za Kartiranje
lokusov kvantitativnih lastnosti (QTL) (Zupin in sod., 2014; Sustar-Vozli¢ in sod., 2015).
Vzgoja rastlin je potekala v rastlinjaku na Kmetijskem institutu Slovenije (KIS) ter na
poskusnem polju Jablje pri Trzinu, kar nam je omogocilo letni napredek za dve generaciji
v letih 2007-2011. S krizanjem sorte 'Tiber' in sorte 'Starozagorski' smo pridobili F;-
generacijo, ki smo jo samooprasili, in tako pridobili F,-generacijo. Sledila je samooplodna
osebkov F,-generacije z metodo »selekcije potomstva posameznega semena« — SSD (angl.
single seed descent) (Slika 3).

TIBER

X F1 [ == F2 -----==-===-mm---e--- > @82RILF8

-------------------- > generacije

STAROZAGORSKI ~  ~oormmmmmmmmmTmemees >
CERN

Slika 3: Postopek pridobitve populacije 82 rekombinantnih inbridiranih linij Fg-generacije za
kartiranje lokusov kvantitativnih lastnosti.

Figure 3: The process of obtaining the population of 82 recombinant inbreed lines of Fg-generation for
mapping of quantitative trait loci.

Pri metodi SSD so od vsake rastline posadili eno seme in dve za rezervo, za primere, kjer

bi lahko ostali brez semena naslednje generacije. Postopek so ponavljali vse do Fsg-
generacije in pridobili 82 rastlin rekombinantnih inbridiranih linij (RIL) z veliko
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uniformnostjo posameznih rastlin RIL in veliko raznolikostjo med njimi. Semena
posameznih generacij so bila shranili v hladilnico pri 4 °C.

Na sliki 4 je prikazana shema poteka dela meritev, vzorenja in analiz populacije za
kartiranje QTL.

KARAKTERIZACIJA RASTLIN NAVADNEGA FIZOLA ZA
KARTIRANJE QTL

~> bV
STARSEVSKI LINLJI - REKOMBINANTNE INBRIDIRANE LINLJE -
Sorti 'Tiber' in 'Starozagorski ¢ern’ 82 rastlin Fg generacije
poskusi IJS 1, ITS 2, BF ;. poskusa BF in KIS

4 ¢

2 fenoloska parametra, 2 fenoloska parametra,

14 morfolokih lastnosti, = Mozfqlc@ki n o5 7 morfologkih lastnosti,
3 parametri pridelka fenoloski paamcty 3 parametri pridelka
ter pridelek
RVV, VP, Fv'/Fm', ETR, & . . : 0
Ay Tr. g, WUE Fizioloski parametri = VP, Fv'/Fm', ETR
O
_ POSKUS IS 2: Molckulski markerji
mikrosateliti, AFLP, SRAP, = mikrosateliti, AFLP
RGAP, SRAP-RGA, RAPD, g

ISSR 1n delno-specifi¢ni

Izrazanje genov
POSKUS 1JS 1: @
Geni akvaporinov <
(PvPIP1;2, PvPIP2;7,
PvIIPI; 1, PvTIP4,1) Genska karta

POSKUS BFg; : o
Geni proteaze (PvSLP!,

PvSLP2) Analiza QTL

Slika 4: Shema karakterizacije populacije za kartiranje QTL.
Figure 4: Scheme of characterization of QTL mapping population.

3.2 PRIPRAVA RASTLINSKEGA MATERIALA ZA VREDNOTENJE
3.2.1 Vzgoja rastlin starSevskih linij

Poskus za karakterizacijo starSevskih linij (‘Tiber’, 'Starozagorski') je potekal v rastni
komori Instituta »Jozef Stefan« (IJS) na Odseku za biotehnologijo v Ljubljani (Slika 5). V
preliminarnem poskusu smo spremljali rastline v susi in dolocili dneve vzorcenja na
podlagi vsebnosti vode v substratu in vodnega potenciala v rastlini. Nato smo izvedli Se
poskusa (S 1 in NS 2), kjer smo rastline gojili in vzorcili po postopku, opisanem v
nadaljevanju. Semena fizola smo povrSinsko sterilizirali s 5% natrijevim hipokloritom
(Kemika, Hrvaska), jih dobro sprali s sterilno destilirano vodo in jih dve uri pustili v
sterilni destilirani vodi, da so nabreknila. Nabrekla semena smo kalili tri dni v temi, pri
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temperaturi 26-28 °C, v steriliziranih petrijevkah, v katere smo na plast bombazne vate
polozili filter papir in navlazili z destilirano vodo. Zdrava, enako nakaljena semena, smo
posadili v plasticne lon¢ke premera 10 cm, napolnjene s komercialnim substratom
(Potgrond P, Klasmann-Deilmann, Nemc¢ija) in Agra-vermikulit (PSeno, d. 0. o, Hrvaska),
v razmerju 1 : 1 (v/v). Rastline smo gojili v rastni komori v naslednjih razmerah: dnevna
temperatura komore 2je bila 25-27 °C, no¢na 19-21 °C, dolzina dneva 16 h in jakost
svetlobe 500 umol/m“s. Relativna vlaznost zraka je znasala na zacetku poskusa 70 + 2 %,
med suso pa 50 + 2 %.

Za vsako sorto smo posadili 60 rastlin (eno seme na lonec) in po petih dneh rasti za vsako
sorto izbrali 27 najbolj izenacenih rastlin za nadaljevanje poskusa. Vsako obravnavanje je
imelo tri ponovitve vzorcev. Rastline smo dnevno zalivali do enake mase lonca. Po 20
dneh rasti smo rastline, namenjene susi in rehidraciji, prenehali zalivati in jih tako
izpostavili susnemu stresu, kontrolne rastline pa smo skozi celoten poskus zalivali do
70 vol% vlaznosti substrata. Med poskusom smo rastline 3-krat poSkropili s
fitofarmacevtskim pripravkom Vertimec Pro (Syngenta Agro, d. 0. o, Slovenija) proti
prsicam in Actara 25 WG (Syngenta Agro, d. 0. o, Slovenija) proti beli muhi: po navodilih
proizvajalca v dveh tedenskih intervalih.

Slika 5: Poskus karakterizacije navadnega fiZola sorte 'Tiber' in sorte 'Starozagorski ¢ern’ v rastni
komori na Institutu »JoZef Stefan« v ¢asu pred cvetenjem.

Figure 5: Characterization experiment of common bean cultivars 'Tiber' and 'Starozagorski ¢ern’ in
gowth chamber at »JoZef Stefan« institute before flowering.

Enako kot poskuse v rastni komori na IJS, smo izvedli tudi poskuse karakterizacije
starSevskih linij v rastlinjaku na Biotehniski fakulteti Univerze v Ljubljani (BF) v
kontroliranih razmerah (BFs.). Razlika je bila ta, da smo 5 rastlin vsakega obravnavanja
posadili v 7,5 | lonce v treh ponovitvah in jih po petih dneh rasti razred¢ili na tri najbolj

34



Zupin, M. Odziv navadnega fizola (Phaseolus vulgaris L.) na susni stres: kvantitativno Kartiranje lokusov.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2017.

izenacene rastline. Prav tako smo rastline, namenjene susi in rehidraciji, po 20 dneh rasti
prenehali zalivati, kontrolne rastline pa smo skozi celoten poskus zalivali do 70 vol%
vlaznosti substrata. Rastline smo preventivno zas¢itili s fitofarmacevtskima pripravkoma,
kot je bilo ze opisano.

V vseh omenjenih poskusih smo pri sorti 'Tiber' in sorti 'Starozagorski' spremljali
kvalitativne morfoloske lastnosti in vrednotili kvantitativne fenoloske ter fizioloske
parametre, da bi pridobili ¢im ve¢ podatkov o lastnostih, ki razlikujejo izbrani starSevski
liniji in bi nam sluzili za karakterizacijo populacije potomcev. Meritve in vzoréenja rastlin
smo opravili v §tirih razlicnih dneh suse na listih tretjega (Steto od spodaj navzgor) polno
razvitega sestavljenega lista (Slika 6), glede na objavljene podatke vodnega potenciala
(VP) pri Hieng in sod. (2004) (Preglednica 1). Na srednjem listicu smo merili
netofotosintezo (An), prevodnost listnin rez (gs), transpiracijo (Tr), potencialno
fotokemi¢no uéinkovitost (Fv'/Fm'), hitrost transporta elektronov (ETR) in VVP. En stranski
prilist smo uporabili za merjenje relativne vsebnosti vode v listih (RVV), drugega pa smo
vzorcili za nadaljnje laboratorijske analize za izolacijo RNA in proteinov.

RNA

RVV

/ proteini

Ax, gs, Tr,|
Fv'/Fm',
ETR, VP

Slika 6: Naért meritev in vzordenja tretjih popolnoma razvitih sestavljenih listov rastlin navadnega
fiZola sorte 'Tiber' in 'Starozagorski ¢ern’. RVV — relativna vsebnost vode v listih, AN — netofotosinteza,
gS — prevodnost listnih rez, Tr — transpiracija, Fv'/Fm' — potencialna fotokemiéna ué¢inkovitost, ETR — hitrost
transporta elektronov, VP — vodni potencial, RNA — ribonukleinska kislina.

Figure 6: Scheme of measurements and sampling of third fully gown trifoliate leafs of common bean
cultivars 'Tiber' and 'Starozagorski ¢ern’. RVV — relative water content in leaves, AN — neto-
photosynthesis, gS — conductivity, Tr — transpiration, Fv'/Fm' — potential photochemical efficiency, ETR —
electron transport rate, VP — water potential, RNA — ribonucleic acid.

Skozi celoten poskus smo vse lonce vsakodnevno tehtali in spremljali vsebnost vode v
substratu (VVS). Prve meritve in vzoréenja smo v poskusih 1JS 1 in 1JS 2 opravili dan pred
prenehanjem zalivanja (S0), ko so bile Se vse rastline zalite do 70 vol% vlaznosti substrata
pri VP so > -0,5 MPa. Pri poskusu BFs_ nismo opravili meritev in vzor¢enja pred suso.
Druge smo v vseh treh poskusih opravili v susi 1 (S1) pri VPs; =-0,5 —-1,0 MPa, tretje v
susi 2 (S2) pri VP s, = -1,5 — -2,0 MPa in Cetrte v susi 3 (S3) pri VP 53 < -2,5 MPa.
Rastline, namenjene rehidraciji (RE), smo po tretjem vzorcenju (S2) ponovno zalili in jih
merili ter vzor¢ili 11. dan od zacdetka suse (S3), da bi ocenili (z)moznost povrnitve rastlin
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fizola v stanje pred stresom. Vzorce listov za izolacijo DNA smo navlazili, zavili v
papirnate brisa¢e in PVC-vrecke ter jih do uporabe shranili v hladilnik pri 4 °C. Vzorce
listov za izolacijo RNA in proteaze smo takoj po vzoréenju zamrznili v teko¢em dusiku in
jih shranili pri -80 °C.

Preglednica 1: Plan meritev in vzoréenja rastlin navadnega fizola za karakterizacijo sorte 'Tiber' in
sorte 'Starozagorski ¢ern’' v poskusih v rastni komori na Institutu »JozZef Stefan« ter v rastlinjaku na
Biotehniski fakulteti v Ljubljani. »*« — meritve in vzorcenja izvedena Ze v suSnem stresu.

Table 1: The plan of measurements and sampling of common bean plants for characterization of
‘Tiber' and 'Starozagorski ¢ern’ cultivars in experiments in a growth chamber at the »JoZef Stefan«
Institute and in a greenhouse at Biotechnical faculty in Ljubljana. »*« — measuremants and sampling
already in drought stress.

Dnevi meritev in vzor¢enja

Susa 0 Susa 1 Susa 2 f‘ef% f’agﬁa
Poskus  Obravnavanje St. dni St. _ St. dni St. _ St. dni St. _ St. dni St. _
v susi rastlin v susi rastlin v susi rastlin v susi rastlin
Kontrola 0. dan 3 5. dan 3 9. dan 3 11. dan 3
1JS1 Susa 0. dan 3 5. dan 3 9. dan 3 11. dan 3
Rehidracija 0. dan 5. dan 9. dan 11. dan 3
Kontrola 0. dan 3 4. dan 3 7. dan 3 11. dan 3
1JS 2 Susa 0. dan 3 4. dan 3 7. dan 3 11. dan 3
Rehidracija 0. dan 4. dan 7. dan 11. dan 3
Kontrola 4. dan* 3 10. dan 3 24. dan 3 38. dan 3
BFs_ Susa 4. dan* 3 10. dan 3 24. dan 3 38. dan 3
Rehidracija 38. dan 3

3.2.2 Vzgoja rastlin rekombinantnih inbridiranih linij

Rastline 82 rekombinantnih inbridiranih linij (RIL) navadnega fizola Fg-generacije smo
okarakterizirali v dveh poskusih na razli¢nih lokacijah. V letu 2013 smo rastline gojili v
rastlinjaku na Biotehniski fakulteti Univerze v Ljubljani (BF), v letu 2014 pa v rastlinjaku
na Kmetijskem institutu Slovenije (KIS) (Slika 7). Poskusa sta bila izvedena v naslednjih
kontroliranih razmerah: dnevna temperatura v rastlinjaku g’e bila 26-28 °C, no¢na 20—
22 °C, dolzina dneva 16 h in jakost svetlobe 500 pmol ms™. Relativna zracna vlaga je
znasala 60 = 5 %. Semena RIL smo povrSinsko sterilizirali s 5 % natrijevim hipokloritom
(Kemika, Hrvagka) in jih posadili v 7,5 1 lonce z enako teZo substrata z meSanico, kakr$no
smo uporabili v poskusih z rastlinami starSevskih linij. Za vsak RIL smo v tri lonce
posadili po pet semen in jih ob oblikovanju prvega sestavljenega lista (5. dan rasti)
razredcili na tri najbolj izenacene rastline. Rastline smo redno zalivali do 70 % vsebnosti
vode v substratu, do treh tednov (21 dni), potem smo z zalivanjem prenehali in fizol tako
izpostavili susi. Prav tako smo v treh ponovitvah posadili starSevski liniji, pri katerih smo
imeli tako rastline v susi kot vsakodnevno zalivane, kontrolne rastline (70 vol% vlage v
substratu).
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Slika 7: Poskus karakterizacije 82 rekombinantnih inbridiranih linij Fg-generacije v rastlinjaku na BF
(A) in KIS (B).

Figure 7: Characterization experiment of 82 recombinant inbreed lines of Fg-generation at greenhouse
at BF (A) and (B).

Pri rastlinah RIL smo vrednotili morfoloske, fenoloske in fizioloske parametre, v katerih
sta se starSevski liniji razlikovali, in koli¢ino pridelka z namenom, da bi pridobili ¢im ve¢
podatkov razli¢énih kvantitativnih lastnosti, potrebnih za kartiranje QTL. Meritve in
vzorcenja rastlin RIL smo opravili v §tirih razlicnih dneh suse, pri enaki vsebnosti vode v
substratu kot pri poskusu z rastlinami starSevskih linij, v obeh poskusih (BF, KIS) na listih
tretjega (Steto od spodaj navzgor) polno razvitega sestavljenega lista (Preglednica 2). Prvo
meritev smo opravili dan pred prenehanjem zalivanja (S0), ko so bile $e vse rastline zalite
do 70 vol% vlaznosti substrata. Drugo meritev smo opravili v susi 1 (S1) in tretjo v susi 2
(S2). Rastline RIL smo po S2 zaceli ponovno zalivati do kon¢nega pridelka. Vzorce listov
za izolacijo DNA smo navlazili, zavili v papirnate brisa¢e in PVC-vrecke ter jih shranili v
hladilnik pri 4 °C. Za bioti¢no varstvo smo RIL 3-krat poskropili s fitofarmacevtskima
pripravkoma Vertimec Pro in Actara 25 WG po navodilih proizvajalca: v dveh tedenskih
intervalih.

Preglednica 2: Plan meritev in vzoréenja rastlin RIL navadnega fizola v dveh poskusih v rastlinjaku
na Biotehniski fakulteti in Kmetijskem institutu Slovenije.

Table 2: Plan of measurements and sampling of common bean RILs in two experiments in greenhouses
at the Biotechnical faculty and at the Agricultural institute of Slovenia.

Stopnja suse

Susa 0 Susa 1 Susa 2
Poskus Obr. St'v .dm v St. rastlin St. dnivsusi  St. rastlin St; .dm V' &t rastlin
susi susi
BF Susa 0. dan 3x3 10. dan 3x3 23. dan 3x3
KIS Susa 0. dan 3x3 13. dan 3x3 17. dan 3x3
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3.3 METODE
3.3.1 Merjenje vsebnosti vode v substratu

Pred pripravo poskusa smo dolocili zadrzevalno (»poljsko«) kapaciteto vode substrata
(VVS). V 10 cm®cilindru smo najprej stehtali sveZo maso (ms.1), po 24 urah namakanja pa
nasi¢eno maso substrata (ms.nas). Po 24 urah suSenja pri 70 °C smo dobili suho maso (ms.
2). S pridobljenimi podatki smo izracunali zadrzevalno kapaciteto vode substrata po
naslednji enacbi:

VVS (vol.%) = [(M) x 100] Deubsirata- .. (11)

Ms—nas— Ms-2

Lonce smo napolnili z enako koli¢ino substrata in jih zalili do 70 vol%. Med poskusom
smo jih vsakodnevno tehtali in spremljali vlaznost substrata. S tem smo v vzorcih
kontrolirali stopnjo suse.

3.3.2 Meritve fiziolo$kih parametrov
3.3.2.1 Relativna vsebnost vode v listih

Vodni status rastline smo dolocili z relativno vsebnostjo vode v listih (RVV) rastlin
starSevskih linij. Vzoréili smo zgornji listi¢ stranskega sestavljenega lista v treh
ponovitvah. Takoj po odvzemu smo ga zaprli v stekleni tehti¢ z znano maso in ga skupaj z
listom Se enkrat stehtali, da smo dobili svezo maso lista (m(.1). Nato smo list polozili v
plasti¢no petrijevko na filter papir, ki smo ga predhodno namocili z destilirano vodo. Po 24
urah, ko je bil list nasi¢en z vodo, smo ga ponovno zaprli v tehti¢ in dolo¢ili nasi¢eno maso
lista (Mpnas). Po 24 urah v suSilniku na 90 °C smo doloc¢ili $e suho maso (m,-,) vzorca
lista. RVV smo izraCunali po enacbi:

RVV (%) = (=2 ) 100 .. (12)

ML—nas~ML-2

3.3.2.2 Vodni potencial

Vodni potencial rastline smo izmerili v listih starSevskih linijj in RIL s pomocjo
Scholanderjeve tla¢ne komore (chamber 3005-1223, Soil moisture Equioment Corp.,
Goleta, ZDA) po navodilih Scholanderja in sod. (1964). Vzor¢ili smo sredinski sestavljen
list starSevskih linij in RIL v treh ponovitvah.
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Slika 8: Princip delovanja Scholanderjeve tlaéne komore.
Figure 8: Princip of the Scholander pressure chamber measurement.

Slika 8 podrobneje prikazuje postopek merjenja vodnega potenciala s Scholanderjevo
tlacno komoro. Diagram na levi prikazuje poganjek zapecaten v komoro, ki je lahko
stisnjen s plinom. Skica na desni kaze stanje stolpca vode v ksilemu: A) ksilem je
nerazrezan in pod negativnim pritiskom ali napetostjo, B) poganjek razrezemo, vodo
povlece nazaj v tkivo, pro¢ od prereza, kot odziv na napetosti v ksilema, C) komora je pod
tlakom, tako sok ksilema pride znova na povrsino prereza.

3.3.2.3 Fluorescenca klorofila

Fluorescenco klorofila smo izmerili s pomocjo fotosinteznega mini PAM (»pulse
amplitude modulated«) analiznega fluorometra (Heinz Walz GmbH, Effeltrich, Nemcija)
na listih starSevskih linij in RIL. Maksimalni fotokemicni kvantni izkoristek fotosistema II
0z. potencialno fotokemiéno ucinkovitost (PSII = Yield = (Fm — F0)/Fm = AF/Fm)
smo dolo¢ili s predhodno 10-minutno zatemnitvijo lista s prilozeno sponko. Tako smo
pridobili Fo. Za nasi¢enje PSII (Fm) smo uporabili 0,8 sekund dolg pulz s 616 pmol
fotosintezne aktivne radiacije m?s™. Parameter stabilnosti (F') je bil dologen pri aktivni
osvetlitvi v razponu 120-150 pmol/m?s. Maksimalno fluorescenco pri aktivni osvetlitvi
(FmM") smo izmerili z Zarkom nasienja v Sestih (pri Cetrti meritvi v treh) ponovitvah za
vsako obravnavanje. Z meritvami smo dobili podatke za fotokemic¢no duSenje qP =
(Fm' — Ft)/(Fm' — F0") in nefotokemi¢no dusenje fluorescence qN = (Fm — Fm') /Fm’.
Parametri fluorescence so prikazani na sliki 9. Relativno hitrost transporta elektronov —
ETR (angl. relative electron transport rate) smo dobili z enacbo PSII * PAR * 0,5 * ETR-
faktor, kjer je PAR fotosintezno aktivno sevanje (angl. photosynthetically active radiation),
s faktorjem 0,5 upostevamo, da 50 % celotne absorpcije doseze PSII in ETR-faktor doloca
frakcijo vpadne svetlobe, ki je ocena absorpcije vzorca.

39



Zupin, M. Odziv navadnega fizola (Phaseolus vulgaris L.) na susni stres: kvantitativno Kartiranje lokusov.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2017.

temotno adaptiran svetlobno adaptiran
Fm---

w (2}
T ==1

~
T

N
T

Fluorescenca, relativne enote
— (#7]
T T

o
-

.

merilna
svetloba —»

o
X
1%,

3]

©

o

=
=

@

73

®
Qa
=)
ko)
7]

FR svetloba <—

saturacijska
svetloba

Slika 9: Parametri fluorescence klorofila pri temotno in svetlobno adaptiranem listu.
Figure 9: Chlorophyll fluorescence parameters at the dark- and photo-adapted leaf.

3.3.2.4 Meritev netofotosinteze, prevodnosti listnih reZ in transpiracije

Netofotosintezo (An), prevodnost listnih rez (gs) in transpiracijo (Tr) smo merili na listih
starSevskih linij s pomoc¢jo prenosnega aparata fotosinteznega sistema L1-6400 (LI-COR,
Lincoln, Nebraska, ZDA). Najprej smo na aparatu nastavili parametre, ¢im bolj enake
pogojem, v katerih so rastle rastline, da jih je aparat vzdrzeval v kiveti za vse rastline
enako. Jakost svetlobe = 600 pmol m™ s™%; COser = 380 — 400 ppm; temperatura = 27 °C;
RHps = 45 — 65%. Meritve smo opravili na sredinskem sestavljenem listu, po navodilih
proizvajalca. U¢inkovitost izrabe vode — WUE (angl. water use efficiency) smo izracunali

po formuli: WUE = };—’:.

3.3.3 Vrednotenje morfoloskih in fenoloskih lastnosti ter velikosti pridelka

Morfoloske in fenoloske lastnosti ter velikost pridelka smo vrednotili pri starSevskih linijah
in 82 rastlinah RIL (Preglednica 3, Priloga A). Izbrali smo morfoloske znake, ki so
najpogosteje navedeni v znanstvenih objavah in so povzeti po dveh seznamih deskriptorjev
za navadni fizol: IBPGR (The International Board for Plant Genetic Resources) ter
Phaselieu. Med poskusom smo rastlinam presteli dneve od zacetka rasti (dan kalitve) do
cvetenja ter pojava strokov. Podatke smo zapisali, ko je bilo na rastlini ve¢ kot 50 cvetov
ali strokov. Ko so bili stroki zreli (povpre¢no 55 dni rasti), smo pridelek vrednotili kot
Stevilo strokov na rastlino, Stevilo Semen na strok in maso 100 semen (Q).
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Preglednica 3: Seznam 19 prouéevanih morfolo$kih znakov rastlin sorte 'Tiber’, sorte 'Starozagorski
gern' in 82 rekombinantnih inbridiranih linij. * | — omejena pokongna grmidasta oblika rasti, Il —
neomejena pokon¢na grmicasta oblika rasti, III — neomejena neplezalna in polplezalna oblika rasti, IV —
neomejena plezalna oblika rasti (Singh, 1991).

Table 3: List of 19 evaluated morphological characters of common bean cultivars 'Tiber’,
‘Starozagorski ¢ern' and 82 recombinant inbred lines. ! | — determinate upright bush growth habit, 11 —

indeterminate upright bush growth habit, 111 — indeterminate prostrate non-climbing and semi-climbing bush

growth habit, IV — indeterminante weak-stemmed climbing growth habit (Singh, 1991).

St.  Rastlinski organ Morfoloski znak Fenotip

1. Cvet St. dni do cvetenja

2. Cvet Oblika brakteole Sréasta, jajCasta, suli¢asta, trikotna

3. Cuvet Velikost brakteole Majhna, srednje velika, velika

4.  Cvet Barva jadra Vijoli¢na, roza, roza z vijolicnimi pegami, roza z
vijoli¢nim robom, rdeca, zelena, bela, bela z roza
progami, bela z roza robom

5. Cvet Zilnatost jadra ob osnovi Zilnato, gladko

6.  Steblo Tip (oblika) rasti' (NI NIIM1Y;

7.  Steblo Barva stebla Zelena, zelena z rde¢imi progami

8. List Oblika Sréasta, jajéasta, romboidna, suli¢asta

9.  List Dlacdice na zgornji ploskvi ~ Redke in kratke, goste in dolge

10. Strok St. dni do strokov

11. Strok Pozicija kljuna Hrbtna, sredinska

12.  Strok Ukrivljenost Raven, nekoliko ukrivljen, ukrivljen, dvojno zavit

13.  Strok Barva svezega stroka Rumen z vijoli¢nimi progami, zelen z vijolicnimi
progami, rumen, zelen

14. Strok St. strokov na rastlino

15. Seme Oblika Okrogla, elipti¢na, kuboidna-valjasta, ledvi¢asta,
ploscata

16. Seme Barvni vzorec Marmoriran, pik¢ast, progast, pegast, brez vzorca

17. Seme Osnovna bharva Crna, vijoli¢na, rdeca, rjava, rjavorumena,
rumena, siva, bela

18. Seme St. semen na strok

19. Seme Masa 100 semen (g)

3.3.4 Analiza z molekulskimi markerji

3.3.4.1 lzolacija in kvantifikacija DNA

Izolacija genomske DNA iz rastlinskega listnega tkiva starSevskih linij in RIL fiZola je
potekala na aparatu za ekstrakcijo nukleinskih kislin, MagMAX™ Express (Applied
Biosystems, ZDA), z uporabo BioSprint 15 DNA Plant kita (Qiagen, ZDA) s prilagojenim
volumnom reagentov koli¢ini rastlinskega materiala v analizi. Postopek omogoca
avtomatsko c¢iS¢enje genomske DNA z uporabo magnetnih delcev (angl. »MagAttract
technology«). DNA se veZe na kremenasto povr§ino magnetnih delcev in se s pomocjo
magnetnih palck prenasa iz stripa v strip z razli¢nimi alkoholnimi pufri ter etanolom, kjer
se spere. Sledi hitro susenje na zraku. Konéno DNA dobimo raztopljeno v pufru ali vodi.

Rastlinske vzorce za izolacijo DNA smo pripravili tako, da smo v mikrocentrifugirke z 90—

140 mg listnega tkiva dodali 200 pl RLT lizacijskega pufra in jekleni kroglici ter
homogenizirali s pomoc¢jo aparata za razkrojevanje tkiv TissueLyser (Retsch, Nemcija) za
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$tiri minute na maksimalni frekvenci (30 s™). Po 15-minutni inkubaciji pri 65 °C smo
vzorce centrifugirali 11 minut pri relativni centrifugalni sili 12.000 g pri 21 °C.

Na nosilec s kolonami (Applied Biosystems, ZDA) za robota MagMax smo si pripravili
naslednje reagente:

1. kolona: 150 pl lizata vzorca, 80 pl 2-propanola in 10 ul magnetne suspenzije (predhodno
3-5 minutno mesanje z vrtin¢enjem),

2. kolona: 200 pul RPW pufra za izpiranje DNA (pred prvo uporabo dodali 125 ml 2-
propanola in 220 ul RNaze),

3. in 4. kolona: po 200 ul 96 % etanola,

5. kolona: 80 ul TE pufra [LOmM Tris-HCI (pH 8,0) 1 mM EDTA (pH 8,0)].

Program za izolacijo DNA, ki smo ga predhodno nalozili na aparat, je trajal priblizno 35
minut. Kon¢no DNA smo shranili pri —20 °C.

Koncentracijo DNA smo izmerili s fluorometrom DyNA Quant 200 (Amersham, ZDA) po
navodilih proizvajalca. Za delovno raztopino smo uporabili filtrsko steriliziran 1X TNE-
pufer [L0 mM Tris, 1 mM EDTA, 100 mM NacCl, pH 7,4], ki smo mu dodali barvilo
Hoechst H 33258 v koncentraciji 0,1 ug/ml (iz zalozne raztopine s koncentracijo 1 mg/ml).
Za umeritev aparata smo uporabili DNA telecjega prizeljca v koncentraciji 100 ng/ul
(raztopina pripravljena v 1X TNE-pufru). Na podlagi izmerjenih vrednosti smo vzorce
DNA reddili v dvakrat destilirani vodi do koncentracije 20 ng/ul. Vzorce DNA smo nato
shranili v hladilniku pri 4 °C.

3.3.4.2 lzolacija in kvantifikacija RNA

RNA je bila izolirana iz listnega tkiva rastlin starSevskih linij v treh stopnjah suse in v
rehidraciji ter iz kontrolnih rastlin. Za izolacijo smo uporabili Spectrum Plant Total RNA
Kit (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ZDA). Pred zac¢etkom postopka smo 2 uri sterilizirali
terilnice v pecici, pri 230 °C in avtoklavirali vse ostale pripomocke ter jim odstranili
encime za razgradnjo RNA z RNase free water (Qiagen, ZDA). Terilnice smo najprej
primerno shladili s teko¢im dusikom, nato pa smo dodali 90-110 mg listnega tkiva, ga
zmleli v fin prah in stresli v 2 ml mikrocentrifugirko z Ze pripravljeno 500 pl raztopino
liznega pufra z dodanim 2-Merkaptoetanolom za sprostitev RNA, inaktivacijo ribonukleaz
in odstranitev sekundarnih metabolitov, kot so gradniki polifenolov. VVzorce smo takoj
(vsaj 30 sekund) vrtin¢ili (MaxiMax Il, Thermolyne, ZDA) in jih za 3-5 minut inkubirali v
vodni kopeli pri 56 °C. S triminutnim centrifugiranjem pri maksimalni relativni
centrifugalni sili 16.000 g smo odstranili odpadne celi¢ne ostanke. Nastali supernatant smo
prenesli v novo prilozeno membransko kolono, postavljeno v 2 ml zbiralno
mikrocentrifugirko. Z minutnim centrifugiranjem pri maksimalni hitrosti smo odstranili se
zadnje odpadne celi¢ne ostanke. Ker rastlinski material mocno variira v vsebnosti vode in
trdne snovi, sta za vezavo RNA v tem postopku opisana dva protokola. Mi smo izbrali bolj
splo$ni Protokol A. V o¢is¢en vzorec smo dodali 500 pl vezne raztopine in zmesali s
pipetiranjem. 700 pl te zmesi smo odpipetirali v drugo, novo membransko kolono,
postavljeno v 2 ml zbiralno mikrocentrifugirko in 1 minuto centrifugirali pri maksimalni
hitrosti za vezavo RNA. Tekocino, ki je stekla skozi membrano, smo zavrgli,
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smo uporabili »On-Column DNase I Digest Set« za odstranitev ostankov DNA. RNA smo
ocistili s 300 ul raztopine za ¢isCenje 1 (angl. »Wash solution« — WS 1) in 1 minuto
centrifugirali pri maksimalni hitrosti. Odpadno teko¢ino smo zavrgli in osusili
mikrocentrifugirko. Za vsak vzorec smo pripravili 10 pul DNase I in 70 pul DNase
presnovnega pufra in nezno zmesali ter pustili na sobni temperaturi 15 minut. Vzorce smo
nato ocistili s 500 ul WS 1 in centrifugirali 1 minuto na maksimalni hitrosti. Odpadno
teko¢ino smo zavrgli. Sledilo je ciSenje z uporabo raztopine za ciSCenje 2 (WS 2).
Postopek s 500 ul WS 2 in 30-sekundnim centrifugiranjem na maksimalni hitrosti smo
dvakrat ponovili in zavrgli odpadno tekocino. Vzorce smo nato osusili z minutnim
centrifugiranjem. Mikrocentrifugirko smo previdno zamenjali z novo. Vzorcem smo dodali
50 pl elucijske raztopine, pocakali 1 minuto in centrifugirali na maksimalni hitrosti za 1
minuto. 20 ul dobljenega eluata z RNA smo shranili v zamrzovalnik pri -20 °C, ostalo smo
za daljSe shranjevanje shranili pri -80°C.

Uspesnost izolacije smo preverili na elektroforezi z 1,4% agaroznim gelom. Koli¢ino
izolirane RNA smo izmerili na biospektrofotometru (BioSpectrophotemeter, Eppendorf,
Hamburg, Nemcija) po protokolu dobavitelja. Za analizo RNA vzorcev smo uporabili
Agilent RNA 6000 Nano Kit (Agilent Technologies, ZDA). V 65 ul gela (RNA 6000 Nano
Gel Matrix) smo dodali 1 pl koncentrata RNA-barvila. Vse skupaj smo dobro zmesali in
centrifugirali pri 13.000 g 10 minut. 1 ml gela smo nanesli v za to predvideno mesto na
novem ¢ipu (»RNA chip«) in sledili protokolu, kjer s pritiskom injekcije sprozilne naprave
(Chip priming station, Agilent 2100 Bioanalyzer System, ZDA) iz 1 ml zraka doseZzemo,
da se gel enakomerno razporedi po Cipu po vseh 12 luknjicah za vzorce. Nato smo v
naslednji dve oznaceni luknjici dodali Se 9 pl gela. V naslednji fazi smo v vse luknjice,
namenjene za vzorce, in v luknjico, oznaceno z #, dodali 5 pl markerja RNA, kamor smo
dodali $e 1 pl markerja z znano dolzinsko lestvico. Ostalih 12 luknjic smo napolnili z 1 pl
nasih RNA vzorcev. Cip smo s pripravljenimi raztopinami vrtinéili (IKA vortex mixer,
Agilent 2100 Bioanalyzer System, ZDA) 1 minuto pri 2400 rpm. V programu smo izbrali
analizo za RNA rastlinskih vzorcev, vnesli podatke vzorcev in zaceli z analizo. Ob koncu
analize smo dobili podatke koncentracij RNA in Cistosti vzorca z RIN- (angl. »RNA
integrity number«) vrednostmi.

3.3.4.3 Mikrosatelitni markerji

V analizo starSevskih linij z mikrosatelitnimi markerji je bilo vklju¢enih 477 zacetnih
oligonukleotidnih parov (Priloga B), izbranih iz predhodno objavljenih raziskav navadnega
fizola (Yu in sod., 2000; Gaitan-Solis in sod. 2002; Métais in sod., 2002, Blair in sod.
2003, 2008, 2009a, 2009b; Buso in sod., 2006; Benchimol in sod., 2007; Hanai in sod.,
2007, 2010; Cordoba in sod. 2012, Chen in sod., 2014). Osredotoc¢ili smo se na markerje,
ki so se predhodno izkazali za bolj informativne, izbirali pa smo jih tudi glede na lokacijo
v genomu, saj smo zeleli doseci ¢im vecjo pokritost fizolovega genoma. Najprej smo
analizirali starSevski liniji in, v primeru polimorfizma, analizo opravili tudi na RIL.
Analizo smo izvedli s pomo¢jo PCR smo v dveh cikli¢nih termostatih; ATC 401 (Apollo
Instrumentation, ZDA) in SureCycler 8800 (Agilent Technologies, ZDA).
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Reakcijsko mesanico PCR pripravili v konénem volumnu 10 pl in je vsebovala:
- 20 ng genomske DNA,
- 10 x PCR pufer (Biotools, ZDA),
- 50 mM MgCl; (Biotools, ZDA),
- 10 uM koncentracijo vsakega deoksinukleotida trifosfata (INTP) (Promega, ZDA),
- 10 uM koncentracijo vsakega zaCetnega oligonukleotida,
- 0,5 enote Taqg DNA-polimeraze (Biotools, ZDA),
- deionizirano vodo (Sigma Aldrich, ZDA), dodano do konénega volumna.

Pogoji pomnoZevanja:

zaCetna 5-minutna denaturacija pri 94 °C,

40 ciklov s ponavljanjem:  a) 30 sekund denaturacije pri 94 °C,
b) 30 sekund prilagajanja zacetnih oligonukleotidov pri
temperaturi Ta (Priloga B),
c) 45 sekund sinteze DNA pri 72 °C,

zaklju¢na 5-minutna elongacija pri 72 °C ter ohlajanje in vzdrzevanje pri 4 °C.

Produkti PCR so bili lo¢eni na 1,4% agarozni in/ali na kapilarni elektroforezi po postopku,
opisanem v poglavju 3.3.4.12.

Nekatere polimorfizme, kjer je bila razlika med pomnozenimi fragmenti manjsa od 3 bp,
smo preverili na napravi ABI Prism 310 Genetic Analyser (Appleid Biosystems, ZDA)
(postopek opisan v poglavju 3.3.4.12). Ker gre za avtomatsko lasersko detekcijo
namnozenih fragmentov, smo protokol pomnozevanja prilagodili tako, da je bil pri vsakem
paru eden od zaletnih oligonukleotidov fluorescentno oznacen [FAM (5-
karboksifluorescein), HEX (6-karboksi-heksakloro-fluorescein), TAMRA (6-karboksi-
tetrametil-rodamin)]. Uporabili smo modificirani protokol ekonomi¢ne metode s
»fluorescentnimi repki« (Schuelke, 2000). Prvemu, za¢etnemu nukleotidu, Smo v procesu
sinteze na 5 konec pripeli 18 bp dolg univerzalni M13(-21) repek (5'-
TGTAAAACGACGGCCAGT-3) in dodali tretji univerzalni fluorescentno oznaceni
oligonukleotid M13(-21).

Prilagojena reakcijska meSanica PCR v kon¢nem volumnu 10 pl je vsebovala:

- 20 ng genomske DNA,

- 10 x PCR pufer (Biotools, ZDA),

- 50 mM MgCl; (Biotools, ZDA),

- 10 mM koncentracije vsakega deoksinukleotida trifosfata (Promega, ZDA),

- 10 uM koncentracije prvega zacetnega oligonukleotida z dodanim 18 bp dolgim
zaporedjem,

- 10 uM koncentracije drugega zacetnega oligonukleotida,

- 10 uM FAM-M13(-21) ali HEX-M13(-21) ali TAMRA-M13(-21) (Applied
Biosystems),

- 0,2 enote Tag DNA-polimeraze (Biotools, ZDA),

- deionizirano vodo (Sigma Aldrich, ZDA), dodano do konénega volumna.

Prilagojeni pogoji pomnoZevanja:
zaCetna 5-minutna denaturacija pri 94 °C,
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10 ciklov s ponavljanjem:  a) 30 sekund pri 94 °C,
b) 60 sekund pri 60 °C, kjer se je v vsakem naslednjem ciklu
temperatura znizala za 0,5 °C,
c) 90 sekund pri 72 °C,
30 ciklov s ponavljanjem:  a) 30 sekund pri 94 °C,
b) 45 sekund pri 55 °C,
c) 30 sekund pri 72 °C,
zaklju¢na 8-minutna elongacija pri 72 °C ter ohlajanje in vzdrzevanje pri 4 °C.

3.3.4.4 Markerji AFLP

V analizo AFLP star$evskih linij smo vkljucili 256 razli¢nih kombinacij oligonukleotidnih
parov in adapterja EcoRI ter Msel (Preglednica 4). V primeru polimorfizma smo analizo
opravili tudi na RIL. Pri izvedbi te analize smo sledili protokolu, ki so ga razvili Vos in
sod. (1995). Analizo AFLP sestavljajo 4 faze; restrikcija genomske DNA, ligacija
adapterjev, predamplifikacija in selektivna amplifikacija, ki so opisane v naslednjih
podpoglavjih.

Restrikcija genomske DNA in ligacija adapterjev

Pri temperaturi 37 °C smo za 2 uri inkubirali restrikcijsko mesanico s 500 ng genomske
DNA, s po 2,5 enotama EcoRI in Msel (New England Biolabs) restrikcijskih endonukleaz
v raztopini 1X NEBuffer EcoRI pufra (50 mM NaCl, 100 mM Tris-HCI, 10 mM
MgCl,,0,025 % Triton X-100 pH 7,5) ter deionizirane vode do konénega volumna 40 pl.
Vzorce smo med inkubacijo ob¢asno premesali. Restrikcijskim vzorcem smo nato dodali
10 pl ligacijske meSanice [5 uM EcoRIl-adapter; 50 uM Msel-adapter; 1X T4 DNA ligazni
pufer (50 mM Tris-HCI, 10 mM MgCl;,10 mM ditiotreitol, I mM ATP, 25 ug/ul BSA pH
7.8); 1 enoto Weiss T4 — DNA ligaze] in pri isti temperaturi inkubirali §e 2-3 ure. Za
izdelavo adapterja EcoRl smo najprej liofilizirana oligonukleotida EcoRI-linkerl in
EcoRlI-linker2 red¢ili do koncentracije 1 pg/ml. Reakcijsko meSanico smo pripravili S 5
uM EcoRI-linkerl, 50 uM EcoRlI-linker2 in 1M Tris-HCI (pH 8) v skupnem volumnu 40
ul. Priprava adapterjev je potekala v ciklicnem termostatu PE9700 (Applied Biosystems,
ZDA), kjer smo reakcijsko meSanico 5 minut izpostavili temperaturi 95 °C in pustili,
dokler se cikli¢ni termostat ni ohladil na sobno temperaturo.
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Preglednica 4: Seznam in nukleotidno zaporedje zacetnih oligonukleotidov ter adapterjev,

uporabljenih v analizi AFLP. Cy5 — cianin 5 fluorescentno barvilo.

Table 4: List and sequences of primers and adapters used in AFLP analysis. Cy5 — cyanin 5 fluorescent

dy.

Zacetni oligonukleotid Nukleotidno zaporedje 5'-3'
EcoRlI-linkerl CTC GTAGACTGC GTACC
EcoRI-linker2 AAT TGG TAC GCA GTC TAC
EcoRlI-adapter CTC GTAGACTGC GTACC

CAT CTG ACG CAT GGT TAA

Msel-linkerl GAC GAT GAGTCCTGA G
Msel-linker2 TACTCAGGACTCAT
Msel-adapter GAC GAT GAG TCCTGA G

TA CTC AGG ACT CAT
EcoRI* GACTGC GTACCAATTC
Msel* GAT GAG TCCTGAGTA A
EcoRI*+A GAC TGC GTACCAATTCA
Msel*+C GAT GAG TCC TGAGTAAC
EcoRI*+AGC Cy5GAC TGC GTACCAATTCAGC
EcoRI*+AGG Cy5GAC TGC GTACCAATT CAG G
EcoRI*+ACC Cy5GAC TGC GTACCAATT CACC
EcoRI*+ACT Cy5GACTGC GTACCAATTCACT
EcoRI*+ACG Cy5GAC TGC GTACCAATT CACG
EcoRI*+AAA Cy5GAC TGC GTACCAATT CAAA
EcoRI*+AGA CySGAC TGC GTACCAATT CAG A
EcoRI*+AAC CySGAC TGC GTACCAATT CAAC
EcoRI*+ACA CySGAC TGC GTACCAATT CACA
EcoRI*+AAG CySGAC TGC GTACCAATT CAAG
EcoRI*+AAT CySGAC TGC GTACCAATT CAAT
EcCORI*+ATA CySGAC TGC GTACCAATT CATA
EcoRI*+ATC Cy5GAC TGC GTACCAATTCATC
EcCORI*+ATT Cy5GAC TGC GTACCAATTCATT
EcoRI*+ATG Cy5GAC TGC GTACCAATT CATG
EcoRI*+AGT Cy5GAC TGC GTACCAATTCAGT
Msel*+CAG GAT GAG TCCTGAGTAACAG
Msel*+CAT GAT GAG TCCTGAGTAACAT
Msel*+CAC GAT GAG TCCTGAGTAACAC
Msel*+CAA GAT GAG TCCTGAGTAACAA
Msel*+CTC GAT GAG TCCTGAGTAACTC
Msel*+CTT GAT GAG TCCTGAGTAACT T
Msel*+CGC GAT GAG TCCTGAGTAACGC
Msel*+CTA GAT GAG TCCTGAGTAACT A
Msel*+CTG GAT GAG TCCTGAGTAACTG
Msel*+CGA GAT GAG TCCTGAGTAACG A
Msel*+CGT GAT GAGTCCTGAGTAACGT
Msel*+CGG GAT GAG TCCTGAGTAACGG
Msel*+CCA GAT GAG TCCTGAGTAACCA
Msel*+CCC GAT GAG TCCTGAGTAACCC
Msel*+CCT GAT GAG TCCTGAGTAACCT
Msel*+CCG GAT GAG TCCTGAGTAACCG

Predamplifikacija
Tretja faza analize AFLP je postopek predamplifikacije, ki vklju€uje prvo selektivno
namnozevanje DNA v PCR, pri cemer se uporablja zacetne oligonukleotide, sestavljene iz
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nukleotidnega zaporedja adapterjev in restrikcijskega mesta ter ene dodatne selektivne
baze (v naSem primeru ECORI*+A in Msel*+C).

V konéni volumen 50 pl reakcijske mesSanice predamplifikacije smo dodali 5 pl ligacijske
mesanice (50 ng DNA), 1X PCR pufer [10 mM Tris-HCI, 1,5 mM MgCl,, 50 mM KClI, pH
8,3], 75 ng EcoRI*+A zacetnega nukleotida, 75 ng Msel*+C zacetnega nukleotida, 1,5
enote Tag DNA polimeraze (Biotools, ZDA) in 0,2 mM Kkoncentracije vsakega
deoksinukleotida trifosfata (Qiagen, ZDA).

Predamplifikacija je potekala v ciklicnem termostatu PE9700 (Applied Biosystems, ZDA)
po naslednjem temperaturnem profilu:
zacetna 4-minutna denaturacija pri 94 °C,
20 ciklov s ponavljanjem:  a) 30 sekund pri 94 °C,
b) 60 sekund pri 56 °C,
c) 105 sekund pri 72 °C,
zakljucna 3-minutna elongacija pri 72°C ter ohlajanje in vzdrzevanje temperature 4 °C.

Po koncani analizi smo vzorce shranili v hladilnik pri 4 °C.

Selektivna amplifikacija

V Cetrti, zakljucni fazi analize AFLP, se razred¢ene fragmente DNA iz predamplifikacije
uporabi v glavnem selektivnem pomnozevanju z zacetnimi oligonukleotidi, sestavljenimi
iz nukleotidnega zaporedja adapterjev in restrikcijskega mesta ter treh selektivnih baz, kar
zmanj$a Stevilo namnoZenih fragmentov in omogoca zanesljivejSe vrednotenje fragmentov.
Po koncani analizi smo produkte predamplifikacije red¢ili v dvakrat destilirani vodi v
razmerju 1:8. Kon¢ni volumen reakcije, 15 pl, je vseboval 3 pl redcenih produktov
predamplifikacije in naslednjo reakcijsko mesanico: 1X PCR pufer, 15 ng EcoRI zacetnega
nukleotida s tremi selektivnimi nukleotidi, ki je bil na 5'-koncu oznaéen s Cy5-barvilom,
15 ng Msel zaetnega nukleotida s tremi selektivnimi nukleotidi, 0,45 enote Taq DNA-
polimeraze in 0,2 mM koncentracijo vsakega deoksinukleotid trifosfata. Vsi zacetni
oligonukleotidi so bili izdelani pri MWG-Biotech v Nemdiji.

Analiza s pomocjo PCR, s kon¢nim volumnom 15 pl, je potekala na ciklicnem termostatu
PE9700 (Applied Biosystems, ZDA) po naslednjem temperaturnem profilu:
zaCetna 4-minutna denaturacija pri 94 °C,
36 ciklov s ponavljanjem:  a) 30 sekund pri 94 °C,
b) 30 sekund pri 65 °C-56 °C,
c) 60 sekund pri 72 °C,
zakljuéna 5-minutna elongacija pri 72 °C ter ohlajanje in vzdrzevanje temperature 4 °C.

Temperatura prilagajanja zacetnih oligonukleotidov se je prvih 13 ciklov temperaturnega
programa PCR postopoma znizevala za 0,7 °C, potem pa je ostala nespremenjena na 56 °C

do konca reakcije. Po konc¢ani AFLP-analizi smo vzorce shranili v hladilnik pri 4 °C.

Produkti PCR so bili lo¢eni na 2% agarozni in/ali na kapilarni elektroforezi po postopku,
opisanem v poglavju 3.3.4.12.
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3.3.45 Markerji SRAP

StarSevski liniji smo analizirali s skupno 64 kombinacijami oligonukleotidnih parov
molekulskih markerjev SRAP izbranih iz literature (Li in Quiros, 2001; Budak in sod.,
2004) (Preglednica 5). SRAP je markerski sistem na osnovi pomnozevanja PCR s 17 bp
dolgim smernim in 18 bp dolgim protismernim zacetnim oligonukleotidom. Prvim desetim
bazam smernega oligonukleotida na 5'-koncu sledi sekvenca CCGG in nato tri selektivni
nukleotidi na 3'- koncu. Protismerne oligonukleotide sestavlja enajst enakih baz, ki jim
sledi zaporedje AATT, in tri selektivne baze nukleotidov na 3'-koncu. Variacija treh
selektivnih nukleotidov oblikuje zacetne nukleotide z enakim osnovnim zaporedjem.
Analizo smo s pomocjo PCR izvedli v ciklit(nem termostatu ATC 401 (Apollo
Instrumentation, ZDA).

Reakcijska mesanica PCR je v kon¢nem volumnu 25 ul vsebovala:
- 20 ng genomske DNA,
- 10 x PCR pufer (Biotools, ZDA),
- 20 mM MqCI; (Biotools, ZDA),
- 200 uM koncentracije vsakega deoksinukleotida trifosfata (Promega, ZDA),
- 0,8 uM koncentracije vsakega zacetnega oligonukleotida,
- 1lenoto Taq DNA-polimeraze (Biotools, ZDA),
- deionizirano vodo (Sigma Aldrich, ZDA), dodano do kon¢nega volumna.

Preglednica 5: Seznam zaédetnih oligonukleotidov markerjev SRAP in njihove sekvence. F — smerni
oligonukleotid, R — protismerni oligonukleotid.
Table 5: List and sequences of SRAP primers. F — forward primer, R — reverse primer.

Ime Tar¢ni gen Sekvenca 5'-3' Vir

me 1 SRAP F:5-TGA GTC CAA ACC GGA TA-3' Li in Quiros, 2001
me 2 SRAP F:5-TGA GTC CAA ACC GGA GC-3' Li in Quiros, 2001
me 3 SRAP F:5-TGA GTC CAA ACC GGA AT-3' Li in Quiros, 2001
me 4 SRAP F:5-TGA GTC CAA ACC GGA CC-3' Li in Quiros, 2001
me 5 SRAP F:5-TGA GTC CAA ACC GGA AG-3' Li in Quiros, 2001
me 6 SRAP F:5-TGA GTC CAA ACC GGA CA-3' Budak in sod., 2004
me 7 SRAP F:5-TGA GTC CAA ACC GGA CG-3' Budak in sod., 2004
me 8 SRAP F:5-TGA GTC CAA ACC GGACT-3 Budak in sod., 2004
em1l SRAP R: 5-GAC TGC GTA CGA ATT AAT-3' Li in Quiros, 2001
em 2 SRAP R: 5-GAC TGC GTA CGA ATT TGC-3' Li in Quiros, 2001
em3 SRAP R: 5-GAC TGC GTA CGA ATT GAC-3' Li in Quiros, 2001
em4 SRAP R: 5-GAC TGC GTA CGA ATT TGA-3' Li in Quiros, 2001
em5 SRAP R: 5-GAC TGC GTA CGA ATT AAC -3' Li in Quiros, 2001
em 6 SRAP R: 5-GAC TGC GTA CGA ATT GCA-3' Li in Quiros, 2001
em?7 SRAP R: 5-GAC TGC GTA CGA ATT CAA-3' Budak in sod., 2004
em 8 SRAP R: 5-GAC TGC GTA CGA ATT CAC-3' Budak in sod., 2004

Pogoji pomnoZevanja:

zaCetna 3-minutna denaturacija pri 95 °C,

5 ciklov s ponavljanjem: a) 60 sekund pri 94 °C,
b) 60 sekund pri 35 °C,
c) 60 sekund pri 72 °C,

35 ciklov s ponavljanjem:  a) 60 sekund pri 94 °C,
b) 60 sekund pri 50 °C,
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c) 60 sekund pri 72 °C,
zaklju¢na 8-minutna elongacija pri 72°C ter ohlajanje in vzdrzevanje pri 4 °C.

Produkti PCR so bili lo¢eni na 1,5% agarozni in na kapilarni elektroforezi po postopku,
opisanem v poglavju 3.3.4.12.

3.3.4.6 Markerji RGAP

StarSevski liniji smo analizirali s skupno 68 kombinacijami oligonukleotidnih parov
molekulskih markerjev RGAP, izbranih iz raziskave Mutlu in sod. (2006), dizajniranih iz
moc¢no ohranjenih motivov kinaze-la (K) in hidrofobne domene (HD) tipa NBS-LRR
(angl. nucleotide-binding site — leucine rich repeat) rezisten¢nih genov (Preglednica 6).
Analizo s pomoc¢jo PCR smo izvedli v ciklicnem termostatu ATC 401 (Apollo
Instrumentation, ZDA).

Preglednica 6: Seznam zaéetnih oligonukleotidov markerjev RGAP in njihove sekvence.
Table 6: List and sequences of RGAP primers.

Ime Tar¢ni gen Sekvenca 5'-3' Vir

K1 RGAP - P-zanka 5'-GGS GGG GTG GGG AAG ACS AC-3 Mutlu in sod., 2006
K2 RGAP - P-zanka 5-GGW GGG GTT GGG AAG ACW AC-3' Mutlu in sod., 2006
K3 RGAP - P-zanka 5'-GGS GGS GTG GGT AAR ACD AC-3' Mutlu in sod., 2006
K4 RGAP - P-zanka 5-GGT GGC GTG GGC AAG ACD AC-3' Mutlu in sod., 2006
K5 RGAP - P-zanka 5-GGG GGS ATG GGY AAR ACD AC-3' Mutlu in sod., 2006
K6 RGAP - P-zanka 5'-GGH GGG ATG GGG AAR ACD AC-3' Mutlu in sod., 2006
K7 RGAP - P-zanka 5-GGV GGV YTN GGC AAR ACD AC-3' Mutlu in sod., 2006
K8 RGAP - P-zanka 5-GGV GGV TCN GGS AAR ACD AC-3' Mutlu in sod., 2006
K9 RGAP - P-zanka 5-GGV GGV GTN GGS AAR AGY AC-3' Mutlu in sod., 2006
K 10 RGAP - P-zanka 5-GGV GGV ATH GGS AAR ACD AC-3' Mutlu in sod., 2006
HD 2 RGAP - hidrof. del 5'-CCA ACG CCA ATG GAAGACC-3 Mutlu in sod., 2006
HD 3 RGAP - hidrof. del 5'-AAG NCT AAR GGG AGG GCC-3' Mutlu in sod., 2006
HD 4 RGAP - hidrof. del 5'-GAG CGC CAR CGG GAG GCC-3' Mutlu in sod., 2006
HD 5 RGAP - hidrof. del 5'-GAG VGC GAA GGG GAG GCC-3' Mutlu in sod., 2006
HD 6 RGAP - hidrof. del 5'-GAG VGC CAR CGG NGA GCC-3' Mutlu in sod., 2006
HD 7 RGAP - hidrof. del 5'-GAG VGC CAR SGG RTG GCC-3' Mutlu in sod., 2006
HD 8 RGAP - hidrof. del 5-GAG VGC CAR SGG YTT GCC-3' Mutlu in sod., 2006
HD 9 RGAP - hidrof. del 5'-GAG VGC CAR SGG RTT GCC-3' Mutlu in sod., 2006
HD 10 RGAP - hidrof. del 5-HTA VGC CAR KGG RTT GCC-3' Mutlu in sod., 2006
HD 2 RGAP - hidrof. del 5'-CCA ACG CCA ATG GAA GAC C-3 Mutlu in sod., 2006
HD 3 RGAP - hidrof. del 5'-AAG NCT AAR GGG AGG GCC-3' Mutlu in sod., 2006

Reakcijska meSanica PCR je v kon¢nem volumnu 10 pl vsebovala:
- 20 ng genomske DNA,
- 1 x PCR pufer (Biotools, ZDA),
- 2 mM MgCI, (Biotools, ZDA),
- 100 uM koncentracije vsakega deoksinukleotida trifosfata (Promega, ZDA),
- 2 uM koncentracije vsakega zacetnega oligonukleotida,
- 1enoto Tag DNA-polimeraze (Biotools, ZDA),
- deionizirano vodo (Sigma Aldrich, ZDA), dodano do kon¢nega volumna.
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Pogoji pomnoZevanja:

zaCetna 75-sekundna denaturacija pri 94 °C,

5 ciklov s ponavljanjem: a) 10 sekund pri 94 °C,
b) 60 sekund pri 60 °C,
c) 10 sekund pri 72 °C,

5 ciklov s ponavljanjem: a) 10 sekund pri 91 °C,
b) 45 sekund pri 54 °C,
c) 10 sekund pri 72 °C,

38 ciklov s ponavljanjem:  a) 10 sekund pri 91 °C,
b) 20 sekund pri 45 °C,
c) 10 sekund pri 72 °C,

zaklju¢na 4,5-minutna elongacija pri 72 °C ter ohlajanje in vzdrzevanje pri 4 °C.

Produkti PCR so bili loc¢eni na 1,2% agarozni in na kapilarni elektroforezi po postopku,
opisanem v poglavju 3.3.4.12.

3.3.4.7 Markerji SRAP-RGA

Za analizo starSevskih linij z molekulskimi markerji SRAP-RGA smo uporabili 16 SRAP
in 17 RGA zacetnih oligonukleotidov, opisanih v prej$njih dveh poglavjih, za skupno 136
kombinacij oligonukleotidnih parov (Priloga J). Analizo smo s pomoéjo PCR izvedli v
ciklicnem termostatu ATC 401 (Apollo Instrumentation, ZDA).

Reakcijska mesanica PCR je v konénem volumnu 15 pl vsebovala:
- 20 ng genomske DNA,
- 1 x PCR pufer (Biotools, ZDA),
- 2 mM MgCl, (Biotools, ZDA),
- 100 uM koncentracije vsakega deoksinukleotida trifosfata (Promega, ZDA),
- 3 uM koncentracije vsakega zacetnega oligonukleotida,
- 0,6 enote Tag DNA-polimeraze (Biotools, ZDA),
- deionizirano vodo (Sigma Aldrich, ZDA), dodano do kon¢nega volumna.

Pogoji pomnoZevanja:
zaCetna 5-minutna denaturacija pri 94 °C,
5 ciklov s ponavljanjem: a) 60 sekund pri 94 °C,
b) 60 sekund pri 38 °C,
c) 75 sekund pri 72 °C,
35 ciklov s ponavljanjem:  a) 45 sekund pri 94 °C,
b) 60 sekund pri 55 °C,
c) 75 sekund pri 72 °C,
zakljuc¢na 10-minutna elongacija pri 72 °C ter ohlajanje in vzdrzevanje pri 4 °C.

Produkti PCR so bili lo¢eni na 1,5% agarozni in na kapilarni elektroforezi po postopku,
opisanem v poglavju 3.3.4.12.
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3.3.4.8 Markerji RAPD

Za analizo starSevskih linij smo wuporabili Sest 10 bp dolgih RAPD zacetnih
oligonukleotidov izbranih iz raziskave Marotti in sod. (2007) (Preglednica 7). Analizo smo
s pomocjo PCR izvedli v ciklicnem termostatu SureCycler 8800 (Agilent Technologies,
ZDA).

Preglednica 7: Seznam zacetnih oligonukleotidov markerjev RAPD in njihove sekvence.
Table 7: List and sequences of RAPD primers.

Ime Tar¢ni gen Sekvenca 5'-3' Vir

FAGR2 RAPD 5-AGG TGACCG T-3’ Marotti in sod., 2007
FAGR3 RAPD 5-CAA ACG TCG G-3° Marotti in sod., 2007
FAGR4 RAPD 5’-GTT GCC ATC C-3° Marotti in sod., 2007
FAGR5 RAPD 5’-GGC TGC GAC A-3’ Marotti in sod., 2007
FAGR6 RAPD 5’-AGG CAG AGC A-3’ Marotti in sod., 2007
FAGR10 RAPD 5’-GGT CGA TCT G-3’ Marotti in sod., 2007

Reakcijska mesanica PCR je v kon¢nem volumnu 20 pl vsebovala:
- 20 ng genomske DNA,
- 1 x PCR pufer (Biotools, ZDA),
- 2 mM MgCl, (Biotools, ZDA),
- 100 uM koncentracije vsakega deoksinukleotida trifosfata (Promega, ZDA),
- 0,2 uM koncentracije vsakega zacetnega oligonukleotida,
- 0,5 enote Taq DNA-polimeraze (Biotools, ZDA),
- deionizirano vodo (Sigma Aldrich, ZDA), dodano do kon¢nega volumna.

Pogoji pomnozevanja:
zacetna 5-minutna denaturacija pri 94 °C,
45 ciklov s ponavljanjem:  a) 60 sekund pri 94 °C,
b) 60 sekund pri 35 °C,
C) 2 minuti pri 72 °C,
zaklju¢na 7-minutna elongacija pri 72 °C ter ohlajanje in vzdrzevanje pri 4 °C.

Produkti PCR so bili lo¢eni na 1,8% agarozni in na kapilarni elektroforezi po postopku,
opisanem v poglavju 3.3.4.12.

3.3.4.9 Markerji ISSR in delno specifi¢ni markerji

Dvajset zacetnih oligonukleotidov markerjev ISSR z nesidranim ali sidranim ponovljivim
osnovnim motivom na 5'- ali 3'-koncu in sedem delno specifi¢nih (semi-random) zacetnih
oligonukleotidov smo uporabili za gensko analizo starSevskih linij. Zacetne
oligonukleotide smo izbrali iz raziskave Marotti in sod. (2007) (Preglednica 8). Analizo
smo s pomo¢jo PCR za oba tipa molekulskih markerjev izvedli v ciklicnem termostatu
SureCycler 8800 (Agilent Technologies) po enakem protokolu PCR in pod enakimi pogoji.

Reakcijska meSanica PCR je v konénem volumnu 25 ul vsebovala:
- 20 ng genomske DNA,
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- 1 x PCR pufer (Biotools, ZDA),
- 2,5mM MgCI; (Biotools, ZDA),

- 250 uM koncentracije vsakega deoksinukleotida trifosfata (Promega, ZDA),

- 4 uM koncentracije vsakega zacetnega oligonukleotida,
- 0,4 enote Taq DNA-polimeraze (Biotools, ZDA),

- deionizirano vodo (Sigma Aldrich, ZDA), dodano do kon¢nega volumna.

Pogoji pomnoZevanja:

zaCetna 1,5-minutna denaturacija pri 94 °C,

35 ciklov s ponavljanjem:  a) 40 sekund pri 94 °C,
b) 45 sekund pri 45 °C,
¢) 90 sekund pri 72 °C,

1 cikel: a) 45 sekund pri 94 °C,
b) 45 sekund pri 44 °C,
c) 5 minut pri 72 °C,

zaklju¢na 10-minutna elongacija pri 72 °C ter ohlajanje in vzdrzevanje pri 4 °C.

Produkti PCR so bili lo¢eni na 1,8% agarozni in na kapilarni elektroforezi po postopku,

opisanem v poglavju 3.3.4.12.

Preglednica 8: Seznam zacetnih oligonukleotidov ISSR in delno specificnih markerjev ter njihove

sekvence.

Table 8: List and sequences of ISSR and semi-random primers.

Ime Tar¢ni gen Sekvenca 5'-3' Vir

LOL1 ISSR 5-CTCTCTCTCTCTCTCT AC-3’ Marotti in sod., 2007
LOL2 ISSR 5>-CTCTCTCTCTCTCTCT GC-3° Marotti in sod., 2007
LOL3 ISSR 5>-CACACACACACAAC-3 Marotti in sod., 2007
LOL4 ISSR 5>-CACACACACACAGT-3 Marotti in sod., 2007
LOL5 ISSR 5’-GA GA GA GA GA GA GG-3’ Marotti in sod., 2007
LOL6 ISSR 5’-GT GT GT GT GT GT GG-3’ Marotti in sod., 2007
LOL7 ISSR 5’-GA GA GA GAGAGACC-3 Marotti in sod., 2007
LOL8 ISSR 5’-GT GT GT GT GT GT CC-3’ Marotti in sod., 2007
LOL9 ISSR 5’-CAC CAC CAC GC-3’ Marotti in sod., 2007
LOL10 ISSR 5’-GAG GAG GAG GC-3’ Marotti in sod., 2007
LOL11 ISSR 5’-CTCCTCCTC GC-3’ Marotti in sod., 2007
LOL12 ISSR 5’-GTG GTG GTG GC-3’ Marotti in sod., 2007
PHV1 ISSR 5’-ACT GAC TGA CTG ACT G-3’ Marotti in sod., 2007
PHV2 ISSR 5’-GAC AGA CAG ACAGAC A-3’ Marotti in sod., 2007
PHV3 ISSR 5-GCCCTC TCT CTCTCT CTC T-3° Marotti in sod., 2007
PHV4 ISSR 5’-GGC GTG TGT GTG TGT GTG T-3’ Marotti in sod., 2007
PHV5 ISSR 5’-ACG CAC ACA CAC ACACACA-» Marotti in sod., 2007
PHV6 ISSR 5-CCACTC TCT CTCTCT CTC T-3’ Marotti in sod., 2007
PHV7 ISSR 5-GTG GTG TGT GTG TGT GT GT-3’ Marotti in sod., 2007
PHV8 ISSR 5’-GAG CAC ACA CAC ACA CACA-3’ Marotti in sod., 2007

FAGR16 delno-specifiéni 5’- ACT TAC CTG AGG CGC GAC-3’
FAGR17 delno-specifiéni 5’-ACT TAC CTG CTG GCC GGA-3’
FAGR18 delno-specifiéni 5’-ACT TAC CTG CCT GCC GAG-3’
FAGR21 delno-specifiéni 5’-GCA GAG GGC CAG GTA AGT-3
FAGR22 delno-specifiéni 5’- ACT TAC CTG CAC CGT ATG-3’
FAGR23 delno-specifiéni 5’-ACT TAC CTG AGG TCA CCA-3’
FAGR24 delno-specificni 5’-ACT TACCTG GAC GTG CCG-3°

Marotti in sod., 2007
Marotti in sod., 2007
Marotti in sod., 2007
Marotti in sod., 2007
Marotti in sod., 2007
Marotti in sod., 2007
Marotti in sod., 2007
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3.3.4.10 Analiza vpliva suSe na izrazanje genov, ki kodirajo akvaporine pri starSevskih
linijah

Izolacija in karakterizacija genov akvaporinov

Rastlinski vzorci za izolacijo in karakterizacijo genov iz navadnega fizola, podobnih
akvaporinskim genom, so bili vzorceni iz popolnoma razvitega tretjega sestavljenega lista
kontrolnih rastlin sorte "Tiber' po 20 dneh rasti. 1zolacija DNA je potekala po opisanem
postopku v poglavju 3.3.4.1.

V cCasu nasega poskusa akvaporini (AKP) navadnega fizola Se niso bili karakterizirani, zato
je izolacija in karakterizacija AKP navadnega fizola potekala z uporabo degeneriranih
zacetnih oligonukleotidov, narejenih na podlagi ohranjenih aminokislinskih motivov PIP in
TIP poddruzin akvaporinov, izoliranih iz bombaza (Park in sod., 2010) (Preglednica 9).

Preglednica 9: Seznam degeneriranih zaletnih oligonukleotidov s sekvencami, pozicijo in
degeneriranostjo. F — smerni oligonukleotid, R — protismerni oligonukleotid, TMD — transmembranska
domena, L — zanka.

Table 9: List and sequences of degenerate primers with their positions and degeneration. F — forwaed
primer, R — reverse primer, TMD - transmembrane domain, L — zanka.

Ime Sekvenca Pozicija Degeneriranost

PIP F1d ATGGAGGG(G/T/IC)AA(G/IA)GA(G/IA)GA( Zaletek 24
G/A)GATG

PIP F2d AAGGACTA(T/C)(GIC)(AIT)(GIT)GA(T/C) N terminalni 64
CCTCC(G/A)C konec

PIP F3d AT(T/IC)GC(AIT)TGGGC(T/C)TT(T/C)GGT TMD 2 16
GG

PIP R1d G(G/C)(AIT)CCAATGAA(G/AITIC)GG(G/ TMD 6 64
T)CC(C/A)ACC

PIP R2d CC(G/AIT)ACCCAGAA(G/AIT)ATCCA(G/ L 5/3. mesto 81
AITTG(G/AIMT vezave

PIP R3d CC(G/A)GT(G/AIT)CC(G/A)GTGAT(GIT/C TMD 5 72
)GG(G/A)AT

TIP F1d GG(T/C)TC(G/AIC)GG(AIC)ATGGC(T/C)T TMD 1/1. mesto 96
T(T/IC)AA(T/IC)A vezave

TIP F2d AACAT(A/C)TC(A/C)GG(T/C)GG(T/C)CA TMD 2 48
T(GITIC)T

TIP F3d (AJC)ACAT(AITIC)TC(AITIC)GG(T/C)GG( TMD 2 432
AITIC)CA(T/IC)GIMT

TIP R1d CCA(G/A)TGGTT(G/T)(GIT)CCCA(GITIC) L5 48
G(A/T)CCA

TIP R2d GG(A/T/C)CC(A/C)(G/A)CCCA(G/IA)TA(G TMD 6 96
IA)A(T/C)CCA

TIP R3d GG(A/T/C)GC(G/AIC)(G/A)(G/C)CCA(G/IA TMD 6 288

)TA(GIC)A(T/C)CCA

Osemnajst razlicnih kombinacij degeneriranih oligonukleotidov je bilo testiranih S
pomoc¢jo PCR v ciklicnem termostatu Thermo Cycler (Applied Biosystem, ZDA)
(Preglednica 10).
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Reakcijska mesanica PCR je v konénem volumnu 50 pl vsebovala:
- 100 ng genomske DNA,
- 10 x PCR pufer (Promega, ZDA),
- 2,5mM MgCl,
- 200 uM dNTP,
- 1 uM koncentracije vsakega zacetnega degeneriranega oligonukleotida,
- 1,5 enote GoTaq DNA-polimeraze (Promega, ZDA).

Pogoji pomnozevanja:
zaCetna 5-minutna denaturacija pri 95 °C,
35 ciklov s ponavljanjem:  a) 1 minuta pri 95 °C,
b) 1 minuta pri 45 °C,
C) 2 minuti pri 72 °C,
zaklju¢na 10-minutna elongacija pri 72 °C ter ohlajanje in vzdrZevanje pri 4 °C.

Nespecificno pomnoZevanje smo preverili s pripravo Stirih razli¢nih reakcijskih meSanic za
vsako kombinacijo degeneriranih oligonukleotidov. Prva je vsebovala genomsko DNA
fizola in oba zacetna oligonukleotida, dve sta vsebovali genomsko DNA in enega od parov
zacetnih ologonukleotidov, zadnja pa je bila brez genomske DNA. Tako smo lazje dolo¢ili
specificne produkte PCR, ki so rezultat pomnoZevanja fragmentov DNA z obema
zacetnima nukleotidoma ene kombinacije.

Produkti PCR so bili lo¢eni po dolzini na 1,2 % agarozni elektroforezi po postopku
opisanem v poglavju 3.3.4.12.

Del gela s tarénimi geni pri¢akovane dolZine smo s skalpelom izrezali iz agaroznega gela
in oCistili z GeneJET Gel Extraction Kit (Thermo Fisher Scientific, ZDA) po navodilih
proizvajalca. Koscke gela smo prenesli v 1,5 ml mikrocentrifugirko znane mase in stehtali,
da smo dobili maso gela. Gel smo nato raztopili v razmerju 1 : 1 (volumen:masa) z
vezavnim pufrom v vodni kopeli na 55 °C za 10 minut. 800 pl raztopljenega gela smo
prenesli na prilozeno kolono in centrifugirali 1 min pri 10.000 g ter odlili supernatant.
Usedlino smo dvakrat ocistili s 500 pl ledeno hladnega pufra za CciS€enje in s
centrifugiranjem locili supernatant. Kolono z osuseno usedlino raztopljenega produkta
PCR smo prenesli v novo mikrocentrifugirko in dodali 50 pl elucijske raztopine ter
centrifugirali 1 min. Vzorec DNA smo shranili na -20 °C.

Koncentracijo fragmentov DNA smo izmerili s fluorometrom po postopku, opisanem v
poglavju 3.3.4.1.

Za kloniranje smo izbrali sedem kombinacij zacetnih oligonukleotidov s koncentracijo
DNA ve¢jo od 10 ng (2, 7, 11, 12, 13, 14, 16) (Preglednica 10). Produkte PCR, izolirane iz
agaroznega gela, smo vkljucili v plazmid »pGEM-T Easy Vector« in transformirali v
kompetentne celice bakterije Escherichia coli klon JM109 po navodilih komercialnega
kompleta »pGEM-T Easy Vector System« (Promega, Madison, ZDA).
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Preglednica 10: Seznam dolZin produktov fragmentov DNA in njihovih koncentracij, ki smo jih dobili
z razli¢nimi kombinacijami PIP in TIP zacetnih oligonukleotidov. Z »*« so oznaceni vzorci, ki smo jih
izbrali za kloniranje.

Table 10: List of DNA fragments length and their concentrations from different PIP and TIP primer
combinations. Samples for cloning are marked with “*”,

Oznaka Smerni Protismerni Dolzina produkta Koncentracija DNA v
kombinacije oligonukleotid oligonukleotid TE pufru (ng/pl)
1 PIP-F1 PIP-R1 500 24
1000 27
2 PIP-F2 PIP-R2 300 31*
500 9
1000 7
3 PIP-F3 PIP-R3 500 43
4 PIP-F1 PIP-R2 400 41
600 20
700 8
5 PIP-F2 PIP-R3 500 34
6 PIP-F1 PIP-R3 500 28
7 PIP-F2 PIP-R1 800 56*
8 PIP-F3 PIP-R1 Ni produkta
9 PIP-F3 PIP-R2 800
10 TIP-F1 TIP-R1 400
600 39
11 TIP-F2 TIP-R2 500 15*
12 TIP-F3 TIP-R3 500 31*
13 TIP-F1 TIP-R2 600 33*
14 TIP-F2 TIP-R3 500 20*
800 21
1100 3
15 TIP-F2 TIP-R1 Ni produkta
16 TIP-F3 TIP-R1 500 33*
17 TIP-F1 TIP-R3 600 4
18 TIP-F3 TIP-R2 500 46

Potrebno koli¢ino produkta PCR (Y) za ligacijo v plazmidno DNA smo izracunali po
naslednji enacbi:

. 50 ng vektor * Xkb insert 3
Y ng inserta = g * 7 .. (13)

3.0 kb vektor

Kot okvirno oceno smo upostevali molarno razmerje med insertom (produktom PCR) in
vektorjem (plazmid pGEM-T) glede na dolzino posameznega produkta PCR (X).

V ligacijsko meSanico smo dodali 5 pl ligacijskega pufra (2x Rapid Ligation Buffer, T4
DNA legaze), 1 ul pGEM-T vektorja (50 ng), 3 Weissove enote T4 DNA ligaze in Y ng
produkta PCR ter deionizirano vodo do kon¢nega volumna 10 pl. MeSanico smo neZno
premesali s pipeto in postavili ¢ez no¢ v hladilnik, na 4 °C.

Iz mikrocentrifugirke smo odpipetirali 2 ul ligacijske mesanice in prenesli v novo 1,5 ml
centrifugirko. MeSanici smo dodali 50 pl na ledu odtaljenih kompetentnih bakterijskih
celic, nezno premesali in na ledu inkubirali 20 minut. Nato smo centrifugirke postavili za
48 sekund v vodno kopel, ogreto na 42 °C, s ¢imer smo povzrocili temperaturni $ok,
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potreben za transformacijo. Bakterijsko meSanico smo ponovno inkubirali na ledu, 2
minuti, in dodali 950 pul tekocega LB-medija (20 g/1 | dH20) (Sigma Aldrich). Stresali
smo 2 uri na 150 rpm pri 37 °C, da se je vzpostavila ampicilinska odpornost. Po inkubaciji
smo bakterije centrifugirali 10 minut pri 1000 g in odlili supernatant. Usedlino z
bakterijami smo raztopili v 200 pl teko¢ega LB-medija. S tem smo koncentrirali Stevilo
bakterij. Za vsak vzorec smo dvakrat po 100 pl bakterij razmazali po trdem LB-gojiscu (35
g/1 | dH20) (Sigma Aldrih), ki smo mu predhodno dodali 150 mg/l ampicilina ter 47,6
mg/l 0,2 mM IPTG (izopropil-p-D-tiogalaktozid) in 0,8 ml/l X-gal (5-bromo-4-kloro-3-
indolil B-D-galaktopiranozid) za modro-belo selekcijo. Bakterije smo gojili ¢ez no¢ na 37
°C. Naslednji dan smo iz posamezne petrijevke odbrali bele bakterijske kolonije (uspela
transformacija) in eno modro (neuspela transformacija), kot negativno kontrolo, ter jih
prenesli v mikrotitrsko plosco s 150 pl gojis¢a z ampicilinom (100 mg/1), ki je vseboval 90
% tekoCega LB-medija in 10 % zamrzovalnega pufra (360 mM K2HPO4, 132 mM
KH2PO4, 17mM Na-citrat, 4 mM MgSO4, 68 mM (NH4)2S04, 44 % glicerol) (Sambrook
in Russell, 2001). Posamezne bakterijske kolonije smo razmnozili ¢ez no¢ pri 37 °C in jih
do izolacije plazmidov hranili pri -80 °C.

Dan pred izolacijo plazmidov smo razmnozili posamezne bakterijske klone. S sterilnim
zobotrebcem smo prenesli posamezni klon v epruveto s 5 ml tekofega LB-medija z
dodanim ampicilinom (100 mg/1). Cez no& smo bakterijske klone inkubirali pri 150 rpm pri
37 °C. Izolacijo smo nadaljevali s komercialnim kompletom kemikalij »GeneJET Plasmid
Miniprep Kit« (Thermo Scientific, ZDA), po opisanem postopku: prekono¢no gojene
bakterijske kulture smo centrifugirali pri 13.000 g 1 minuto in odstranili preostanek LB-
medija. Bakterijski usedlini smo dodali 250 pl resuspenzijske raztopine in ga raztopili, da
je nastala homogena suspenzija. Dodali smo 250 pl raztopine za razkroj celic in nezno
mesali, dokler se suspenzija ni razbistrila. Po najve¢ 5 minutah razkroja celic smo dodali
350 pl nevtralizacijskega pufra in nezno premesali. Nato smo centrifugirali 5 minut pri
12.000 g. Cisto raztopino lizata (700 pl) smo prenesli na priloZene kolone in centrifugirali
1 minuto pri 12.000 g. Odpadek smo odlili, nato pa dvakrat zaporedoma sprali membrano
kolone s 500 ul Cistilne raztopine z etanolom in centrifugirali 1 minuto pri 12.000 g ter
odlili odpadek. V zadnjem koraku smo prenesli kolono v svezo mikrocentrifugirko in
dodali 50 ul TE pufra. Po 2-minutni inkubaciji na sobni temperaturi smo centrifugirali 2
minuti pri 12.000 g, da smo zbrali plazmidno DNA v mikrocentrifugirko. O¢is¢eno
plazmidno DNA smo shranili pri -20 °C.

Plazmidno DNA bakterijskih klonov (30 pl) smo poslali na dolo¢anje nukleotidnih
zaporedij s 3730xI DNA-analizatorjem pod »BigDyeTM terminator cycling« pogoji z
uporabo T7-univerzalnega oligonukleotida z enim prileganjem; v laboratorij podjetja
Macrogen (Juzna Koreja). Kot rezultat smo prejeli kromatogramske datoteke tipa *.abl.

Za analizo nukleotidnih in aminokislinskih zaporedij smo uporabili razli¢éne racunalniske
programe in algoritme. Nukleotidna zaporedja smo prevedli v aminokislinska s programom
Translate (EXPASy Proteomics Server). Za poravnavo nukleotidnih in aminokislinskih
zaporedij smo uporabili program ClustalX (Thompson in sod., 1997) in BioEdit Sequence
Alignment Editor 7.0.1 (Hall, 1999). Podobnosti zaporedij z akcesijami v GenBank
(NCBI) smo iskali z uporabo blastn, blastx in thlastx algoritmov (Altschul in sod., 1997)
programskega paketa BLAST. Matriko za izdelavo dreves smo izdelali v ClustalX
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programu (Thompson in sod., 1997) z Neighbour-Joining metodo s privzetimi parametri
(Saitou in Nei, 1987) v MEGA 5.05. Za izris poravnav nukleotidnih in aminokislinskih
zaporedij smo uporabili program Boxshade 3.21.

Analiza izrazanja genov akvaporinov

Za analizo izraZanja akvaporinskih genov smo uporabili vzorce polno razvitih tretjih
sestavljenih listov kontrolnih rastlin in rastlin izpostavljenih suSnemu stresu dveh razli¢no
tolerantnih starSevskih linij navadnega fizola iz poskusa 1JS 1. Ker so med naso raziskavo
objavili 41 akvaporinskih sekvenc genov navadnega fizola (Ariani in Gepts, 2015), smo za
analizo izrazanja primerjali akvaporinske gene iz omenjene objave, s sekvencami AKP
podobnih genov, ki smo jih izolirali iz rastlin sorte 'Tiber’ z uporabo degeneriranih
zacetnih oligonukleotidov bombaza. Sekvence smo primerjali z uporabo filogenetskega
drevesa racunalniSkega programa MEGA 7 (Kumar in sod., 2016). Pri izboru smo poleg
podobnosti med izoliranimi in objavljenimi sekvencami AKP podobnih genov, ki smo jih
pridobili iz podatkovnih baz Phytozome in GeneBank (Priloga C), upostevali tudi
objavljene rezultate vrednotenja podatkov izrazanja sekvenc RNA v razli¢nih organih
divjih in kultiviranih fizolovih genotipov. Gena PVPIP1;2 in PvTIP1;1, sta pokazala
najveéjo povpre¢no vrednost izrazanja v kontrolnih pogojih, gen PVTIP1;1 pa je imel
visoko izrazenost tudi v susnih pogojih (Ariani in Gepts, 2015). Za nadaljnje analize Smo
tako izbrali Stiri akvaporinske gene iz TIP in PIP poddruzin: PVPIP1;2, PvPIP2;7,
PvTIP1;1, PvTIP4;1.

Pri analizi izrazanja akvaporinskih genov smo uporabili referencna gena: encim za
razgradnjo inzulina, IDE (angl. insulin degrading enzyme), in Ukn2 (neznan gen), ki sta
bila izbrana zaradi najbolj stabilnega izrazanja v listih med mo¢nim su$nim stresom po 6, 8
in 10 dneh brez zalivanja — v primerjavi s kontrolo. Primernost uporabe teh dveh genov
smo potrdili z algoritmoma geNorm in NormFinder (Borges in sod., 2012).

Sekvence dveh referen¢nih in Stirith akvaporinskih genov so bile doloCene in preverjene z

racunalniSkima orodjema NCBI Blast ter Plant Ensembl. Zacetni oligonukleotidi in sonde
so bile pridobljene z uporabo Custom TagMan® Expression Assays (Preglednica 11).
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Preglednica 11: Referen¢na gena (IDE, Ukn2) in Stirje geni akvaporinov (PvPIP1;2, PVPIP2;7,
PvTIP1;1, PvTIP4;1) s sekvencami zacetnih oligonukleotidov ter sekvence MGB-sond. F — smerni
oligonukleotid, R — protismerni oligonukleotid; MGB (angl. minor groove binder) sonda

Table 11: Two reference genes (IDE, Ukn2) and four aquaporin genes (PvPIP1;2, PvPIP2;7, PVTIP1;1,
PvTIP4;1) with sequences of their respective primers and MGB-probes sequences. F — forward primer,
R — reverse primer; MGB (minor groove binder) probe.

Ime Tar¢ni gen Nukleotidno zaporedije (5' - 3)
IDE Encim razgradnje F: CTAGAGAAACACAAAAATTTGAGG
inzulina R: GAAGA
MGB-sonda: TGCCTTAATGCTTCAACCTCATAGT
CTGGCGAGAGATTAA

Ukn2 Neznan F: CCGTGGAGTTAATTAAGTGGGTGAA
R: GTTTCAAATGCTTGGGCAACTCA
MGB-sonda: ACCACCACAGTTTCAC

PvPIP1;2  Phavu_008G226000g F: GGAGTGGTGAAGGGTTTCGA
R: CAAGTCCGTCACCTTTTGTGTAC
MGB-sonda: CAATGCACCGAATCTG

PvPIP2;7  Phavu.009G118900g F: TCCGTGCGCTTTTCTACATTGTA
R: GCCGCTGAGGGAGTTGTA
MGB-sonda: CACCGCTGATAGCACC

PvTIP1;1  Phavu.001G181100g F: CCTCCTCCTGGCCTTCGT
R: TCCAGCTGAGAGTCCAAATGC
MGB-sonda: CTCCTCCACTGTTCCC

PvTIP4;1  Phavu.009G108800g F: GGACAGAAAACTCCGGTTCATACG
R: AAGGTCAACACAATCTCCCAAATCA

MGB-sonda:  CCCCTTGACCATACCC

Za analizo izrazanja izbranih genov smo uporabili metodo PCR v realnem ¢asu — qPCR
(angl. real-time polymerase chain reaction). RNA smo izolirali iz listnega tkiva po
postopku, opisanem v poglavju 3.3.4.2. Pri preverjanju prisotnosti DNA v vzorcih RNA
smo z uporabo 18S-tar¢e s qPCR (Thermo Fischer Scientific, ZDA) zasledili prisotnost
ostankov DNA. Vzorce RNA smo zato ponovno ocistili z uporabo DNAze (TURBO DNA-
freeTM Kit, Thermo Fischer Scientific, ZDA), po navodilih proizvajalca. 1z 2 pg RNA so
bile narejene tri ponovitve sinteze cDNA. Za prepis smo uporabili komplet reagentov
SuperScript III Reverse Transcriptase (Thermo Fischer Scientific, ZDA) z naklju¢nimi
zacetnimi oligonukleotidi, ki omogocajo prepisovanje celotnega zaporedja matricne RNA.
Reakcijska meSanica 1 za prepis v ¢cDNA je v kon¢nem volumnu 13 pl vsebovala: 2 ug
RNA, 500 ng/ul Oligo(dT)12-18-A, 1 ul 10 mM dNTP in deionizirano vodo do kon¢nega
volumna. Reakcijsko mesanico smo inkubirali 5 min na 65 °C in nato 1 min na ledu.
Reakcijski meSanici 1 smo nato dodali meSanico 2 v konénem volumnu 6 pul, ki je
vsebovala: 5X First-Strand Buffer, 0,1 M DTT in deionizirano vodo do konénega volumna.
Na koncu smo v vsak vzorec dodali Se 1 ul Superscript 11l RT (200 U/ul). Inkubacija
reakcijske mesanice je potekala 1 uro pri 50 °C, nato 15 min pri 70 °C v ciklicnem
termostatu Verity (Applied Biosystems, ZDA). Triplikati ¢cDNA so bili zdruzeni in
uporabljeni v reakcijski mesSanici qPCR, ki je vsebovala: 10 pl TagMan Universal Master
MIX Il (Applied Biosystems, ZDA), 1 uM smerni in protismerni zacetni oligonukleotid,
0,2 uM sondo in 2 pl cDNA. Vsak vzorec je bil analiziran v treh tehni¢nih ponovitvah. Na
vsako plosc¢o (MicroAmp Fast 96-Well Reaction Plates, Applied Biosistems, ZDA) smo
vkljucili kontrolo brez ¢cDNA in negativno kontrolo, CDNA-krompirja, za preverjanje
odstopanj med plos¢ami. PloS¢e smo prekrili S posebnim opticnim filmom (MicroAmp
Optical Adhesive Film, Applied Biosistems, ZDA). Reakcija qPCR, s kon¢nim volumnom
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20 ul, je potekala na aparatu 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems,
ZDA). Vsak nov krog pomnozevanja se je zacel z 2 minutama pri 50 °C in nato z 10
minutami pri 95 °C, v nadaljevanju je sledilo 40 ciklov s ponavljanjem 15 sekund pri 95 °C
in 1 minuto pri 60 °C. Pridobljene podatke smo normalizirali na referen¢no barvilo z
uporabo racunalniSkega programa 7500 (Applied Biosystems, ZDA). Izhodis¢e in mejne
vrednosti so bile vnesene ro¢no, CT-vrednosti so bile izracunane s pomocjo racunalniskega
programa. Ucinkovitost reakcije qPCR je bila izracunana za vsak gen posebej, s pomocjo
standardne krivulje, narejene iz vzorcev razli¢nih koncentracij (1; 0,1 in 0,01) zdruzene
c¢DNA. Primernost referenénih genov smo dolo¢ili z uporabo GeNorm-algoritma pri
0,037 M stabilizacijski vrednosti. Povprecna stopnja izrazanja referencnih genov je bila
uporabljena za normalizacijo izrazanja vzorcev v analizi (Vandesomple in sod., 2002).
Rezultati za vsa §tiri obravnavanja so bili izracunani za vsak dan vzorcenja relativno na
kontrolo Tibra z uporabo metode 224t (Livak in Schmittgen, 2001). Metoda poda oceno
genskega izraZanja ob predpostavki 100 % PCR ucinkovitosti tar¢nih in referencnih genov.
Uspesnost pomnozevanja Zelenega fragmenta smo preverili na 1,4% agaroznem gelu.
Statisticno znacilne razlike v izrazanju genov med starSevskima linijjama, med
obravnavanji in interakcije med sorto ter obravnavanji so bile dolo¢ene z dvosmerno
ANOVA.

3.3.4.11 Analiza vpliva suse na izrazanje genov, ki kodirajo proteaze, pri starSevskih
linijah

Analizo izrazanja genov proteaz smo opravili na polno razvitem tretjem sestavljenem listu
kontrolnih rastlin in rastlin, izpostavljenih susi obeh razli¢no tolerantnih starSevskih linij iz
poskusa BF 2. Za analizo smo uporabili zafetne oligonukleotide dveh na novo
identificiranih serinskih proteaz, PvSLP1 (P. vulgaris subtilizinu podobna proteaza 1) in
PvSLP2 (P. vulgaris subtilizinu podobna proteaza 2), ter tri referenéne gene, EF1, CYP in
GAPC2, ki so jih uporabili Budi¢ in sod. (2013) pri analizi izrazanja v navadnem fizolu
sorte Zorin (Preglednica 12). Sonde so bile kovalentno oznacene na 5'-terminalnem
nukleotidu s FAM- (6-karboksifluorescein) barvo receptorja in na 3'-terminalnem
nukleotidu s TAMRA- (tetrametil-6-karboksirodamin) barvo dusilca.

Za analizo izraZanja izbranih genov smo uporabili metodo PCR v realnem ¢asu. RNA smo
izolirali iz listnega tkiva po postopku opisanem v poglavju 3.3.4.2. Analiza s pomo¢jo PCR
v realnem casu je bila izvedena po enakem postopku, kot je opisana v poglavju 3.3.4.10.
Na podlagi stabilizacijske vrednosti in nezaznanega signala gena CYP pri vzorcih v 4.
dnevu suse smo za nadaljnjo analizo uporabili referencna gena EF1 in GAPC2, referencni
gen CYP smo izlo¢ili. Statisti€no znacilne razlike v izraZanju genov vsake starSevske linije
v susnem stresu so bile dolocene z enosmerno ANOVA.
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Preglednica 12: Sekvence homolognih zacetnih oligonukleotidov in sond genov dveh subtilaz (PvSLP1,
PvSLP2) ter treh referen¢nih genov (EF1, Cyp, GAPC2). F — smerni oligonukleotid, R — protismerni
oligonukleotid; ime sonde je ime tarénega gena z barvo receptorja FAM (6-karboksifluorescein) na 5'-koncu
zadetnega oligonukleotida in barvo dusilca TAMRA (6-tetrametil-karboksi-rodamin) na 3'-koncu zacetnega
oligonukleotida. EF1 — elongacijski faktor 1; Cyp — citokrom P450; GAPC2 - gliceraldehid-3-fosfat
dehidrogenaze.

Table 12: Sequences of homologous primers and probes of two subtilase genes (PvSLP1, PvSLP2), and
three reference genes (EF1, Cyp, GAPC2). F — forward primer, R — reverse primer. Name of the adapter is
the name of target gene with receptor color FAM (6-carboxyfluorescein) at the primer 5'-end and quencer
color TAMRA (6-tetramethyl-carboxy-rhodamine) at the primer 3'-end. EF1 — elongation factor 1; Cyp —
Cytochrome P450; GAPC2 — glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase.

Ime tarénega gena Nukleotidno zaporedije (5' - 3)
PvSLP1 F: tagctgcgggggtatttaac
R: gagccattccacttgctttc
FAM- PvSLP1 FAM- agatgggcatgggagtcatacagcc-TAMRA
PvSLP2 F: cctgcggctattaagtctge
R: gccagggttaagagccctat
FAM- PvSLP2 ccgtttactcatggggctggtca
EF1 F: cttgctttcacccttggtgt
R: tctgggttgtaaccaaccttc
FAM-EF1 FAM-tgttgctgtaacaagatggatgcca-TAMRA
Cyp F: ggatcgatcttccatcgtgt
R: tagatcgactcgcctecetgt
FAM-Cyp FAM- tcatgtgccagggcggtgac-TAMRA
GAPC?2 F: tcccatgtttgttgttggtg
R: tggtcatcaaaccctcaaca
FAM-GAPC2 FAM-tgccttgctccactcgccaa-TAMRA

3.3.4.12 Locevanje pomnozenih fragmentov DNA

Pomnozene fragmente vzorcev DNA starSevskih linij in RIL smo analizirali najprej z
elektroforezo na agaroznem gelu, kjer pa smo potrebovali vecjo lo¢ljivost med produkti,
smo uporabili kapilarno elektroforezo QIAxcel® Advanced (QIAGEN®) ali sekven¢no
napravo ABI Prism 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, ZDA).

Horizontalno gelsko elektroforezo Gibco BRL Sunrise™ 96 (Life Technologies, ZDA)
smo pripravili z 1,4-2% agaroznim gelom (Top Vision™ LM GQ Agarose; Fermentas,
Litva) v 0.5 x TBE pufru (44,5 mM tris, 44,5 mM borna kislina, 1 mM EDTA) in mu
dodali 1-1,5 pl etidijevega bromida s koncentracijo 0,5 pg/ml. V posamezni Zepek
agaroznega gela smo dodali 5 pl meSanice: 3 pl vzorca produkta PCR in 2 pl modrega
barvila (12,5 % (w/v) Ficoll tip 400; 0,2 % (w/v) brom fenol modro). Poleg vzorcev smo
na gel nanesli tudi lestvico fragmentov nukleinskih kislin (O'GeneRuler™ 1kb DNA
Ladder; Fermentas, Litva). Postopek loCevanja je potekal 90 minut pri 80-100 V.
Pomnozene fragmente DNA smo zaznali s transiluminatorjem MacroVueTM UV
(Amersham Pharmacia Biotech, Upssala, Svedska). Slike smo posneli s polaroidnim
fotografskim aparatom MP-4 (Polaroid, Cambridge, ZDA).

Za analizo dolzin fragmentov DNA do 5 bp natan¢no, smo uporabili kapilarno

elektroforezo QIAxcel® Advanced (QIAGEN®, ZDA), ki nudi hitro in popolnoma
avtomatizirano analizo produktov PCR. Pri tej analizi smo uporabili 15 pl oznacevalca
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analitskega razpona s 15 bp in 3 kbp dolgima fragmentoma za normalizacijo posameznih
vzorcev ter aparaturi namenjene standardne oznacevalce Qiagen (100 bp—2,5 kbp ali 25—
500 bp), ker so velikosti in koncentracije njihovih fragmentov Ze vnesene v program
QIAXxcel Screen Gel Software. Za analizo smo potrebovali 10 ul vzorca, med analizo pa
smo ga porabili samo 0,1 ul. V aparaturo smo previdno vstavili kartuSo s ¢ipom in nastavili
metodo analize OM500, ki oznacuje visoko locljivost s srednjo koncentracijo DNA s
500,sekundnim loc¢evanjem vzorcev Vv kapilari. Dobljene podatke smo obdelali s pomocjo
programa QIAxel Screen Gel in BioCalculator software.

Pri produktin PCR, kjer je bila za analizo dolzinskih polimorfizmov mikrosatelitnih
markerjev potrebna vec¢ja natancnost, do 3 bp, smo analizo opravili s sekvencno napravo
ABI Prism 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, ZDA), ki omogoca avtomatsko
lasersko detekcijo in deluje po principu kapilarne elektroforeze. Za to analizo je posamezni
vzorec vseboval naslednje sestavine: 12 pl formamida, 1 pl dolzinskega markerja
GeneScan 350 ROX Size Standard (Applied Biosystems, ZDA) ter po 1 ul treh produktov
PCR z razli¢nimi fluorescentnimi oznakami (FAM, HEX ali TAMRA) in/ali dolzinami.
Elektroforetsko locevanje fragmentov je potekalo v 47 cm dolgi kapilari z gelom POP-4
(Performance Optimized Polymers), ki je primerna za analizo mikrosatelitov. Za
odcitavanje dolZin markerjev SSR smo uporabili racunalniSki program Gene Scan™3.7.

3.4 STATISTICNA ANALIZA

Podatke, ki smo jih pridobili iz poskusov, smo zbrali in uredili v programu Microsoft Excel
2010. Opisno statistiko ali univariatno analizo podatkov ter analizo dveh spremenljivk oz.
bivariatno analizo smo opravili s programoma GraphPad Prism 5.02 (San Diego
Kalifornija, ZDA), multivariatne analize pa s statisticnim programom Statgraphic XVI
(StatPoint Technologies, Inc 2009).

Na osnovi popisa kategori¢nih morfoloskih znakov smo naredili tabelo, ki jo dolo¢ajo
vrednosti spremenljivke, in izracunali pripadajoce frekvence. Za proucevane rastline RIL
smo izraCunali povprecje, minimalno in maksimalno vrednost, standardni odklon ter
koeficient variacije, ki omogoc¢a primerjavo variabilnosti dveh spremenljivk. Povezanost
spremenljivk smo izracunali s Pearsonovim koeficientom korelacije. Za izracun statisti¢nih
razlik med povpre¢ji numeri¢nih lastnosti, na katere lahko vpliva susa, smo uporabili
Fisher-jev test najmanjsih znacilnih razlik (LSD).

FizioloSke parametre smo pri 95% stopnji zaupanja analizirali z dvosmerno analizo varianc
(ANOVA). Rezultati meritev so prikazani v preglednicah ali grafikonih kot povprecne
vrednosti s + standardno napako. Statisti¢no znalilne razlike smo oznacili s ¢rkami.
Obravnavanja, oznacena z razlicnimi malimi ¢rkami, se med seboj statisticno znacilno
razlikujejo (a, b, ¢ ..., f). Obravnavanja, pri katerih nismo ugotovili statisticno znacilne
razlike, so oznacena z enako ¢rko.

Z namenom, da bi ugotovili, katere kombinacije morfoloskih, fenoloskih in fizioloskih

lastnosti ter koli¢ine pridelka oziroma Katere spremenljivke dolocajo najvecjo variabilnost
nasih podatkov, smo uporabili analizo glavnih komponent — PCA (angl. Principal
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components analysis) in linearno diskriminantno analizo (LDA). Vrednosti opisnih
spremenljivk smo spremenili v Stevilske, vendar so glede na urejenost Se vedno ostale
opisne.

3.5 GENSKO KARTIRANJE IN ANALIZA QTL
3.5.1 Analiza vezanosti markerjev (gensko kartiranje)

Analizo vezanosti razlicnih markerjev smo izvedli s pomo¢jo racunalniSkega programa
JoinMap 4.0 (Plant Research International B. V.) (Van Ooijen, 2006). Uporabili smo
podatke populacije krizancev dveh homozigotov oz. Cistih linij sorte 'Tiber' in sorte
‘Starozagorski ¢ern’ ter 82 rekombinantnih inbridiranih linij, pridobljenih z metodo SSD
(Zupin in sod., 2014; Sustar-Vozli¢ in sod., 2015).

Rezultate genotipizacije mikrosatelitov in markerjev AFLP vsake analizirane RIL smo
razdelili v dve skupini: glede na prisotnost namnozenega fragmenta le pri materini liniji
('Tiber") ali ocetni liniji ('Starozagorski'). V kartiranje smo vkljuéili tudi $tiri kvalitativne
lastnosti, pri katerih sta se starSevski liniji razlikovali, in sicer barva cveta, barva stebla ter
tip rasti. Za vsako RIL smo polimorfizme molekulskih markerjev in morfoloskih lastnosti
oznacili z veliko tiskano ¢rko glede na lastnost starSevskih linij. Z »A« smo oznacili
lastnost, ki je bila dedovana po sorti ‘Tiber’, in z »B« lastnost, dedovano po sorti
'Starozagorski'. Manjkajoce podatke smo oznacili z znakom »-«.

Pripravljeno tabelo s podatki o populaciji, $tevilu vrednotenih RIL in $tevilu uporabljenih
markerjev smo vnesli v program, ki dane podatke razporedi v zavihke, kjer lahko po
potrebi naknadno izlo¢imo izbrano RIL ali marker. Prva analiza kartiranja je test
segregacije, kjer nam rezultat analize pokaze frekvenco genotipa za vsak marker s xz-
testom za segregacijo glede na priCakovano stopnjo dedovanja dane klasifikacije po
Mendelovih zakonih. Program markerje razporedi po skupinah v tako imenovano drevo
glede na izbrani parameter (ocena neodvisnosti LOD, test neodvisnosti (p-vrednost),
frekvenca rekombinacije ali vezanost LOD) in mejne vrednosti, ki jih lahko dolo¢imo v
nastavitvah. Podatke smo razvrstili v vezane skupine na osnovi ocene neodvisnosti LOD,
ki temelji na G?-statistiki za neodvisnost v dvosmerni kontingenéni tabeli:

G? =23 0log(z) - (14)

D je dejansko in E pri¢akovano Stevilo vzorcev v celici, log naravni logaritem in X vsota
vseh celic.

Na test neodvisnosti ne vpliva segregacijski odklon — kot na oceno vezanosti LOD, kar
povzro&i manj$o pojavnost laznih povezav. G>-statistiko za neodvisnost v dvosmerni
kontingenéni tabeli lahko primerjamo s x’-razporeditvijo s prilegajoimi stopnjami
prostosti za pridobitev p-vrednosti.

Frekvenca rekombinacije dveh parov markerjev je ocenjena z maksimalno verjetnostjo z
uporabo Brentove Steviléne metode (Maliepaard in sod. 1997). Spodnja mejna vrednost
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intervala ocene neodvisnosti LOD je bila 3,0, zgornja 10,0 s korakom 1,0. V analizi smo
izbrali vrednost LOD > 3,5, kjer lahko z dovolj veliko gotovostjo predvidevamo, da med
dvema lokusoma obstaja povezava. Za vsak marker pridobimo podatek najmocnejse
navzkrizne vezave (angl. strongest cross link — SCL-value), ki nam pove, s katerim
markerjem iz sosednje vezane skupine je najmocneje povezan. Ta vrednost nam pomaga
pri naknadnem uvrs¢anju nerazporejenih markerjev v ze sestavljene skupine. S klikom na
dolo¢eno skupino dobimo podatke slabe, dobre in maksimalne povezave med markerji v
izbrani vezani skupini, ki nam pomaga pri nadaljnjem oblikovanju skupin. Z izborom
parametrov smo stremeli k temu, da je Stevilo vezanih skupin enako ali blizu Stevilu
kromosomov navadnega fizola.

Razdalje na genski karti smo izracunali s funkcijo Kosambi za pretvorbo frekvence
rekombinacije med markerji v centimorgane (cM), ki predpostavlja doloeno stopnjo
interference:

(1+27)
(1-27)

x=2mn| ... (15)

X je razdalja na Kkarti, r pa frekvenca rekombinacije.

Razvr$¢anje parov markerjev smo izvedli, ko je bila vrednost LOD > 1,0 in
rekombinacijska frekvenca manjsa od 0,4. Z vsakim dodanim markerjem je bil optimalni
razpored markerjev dolocen s ponovnim razporejanjem in pragom »skok funkcije« (angl.
jump), enakim ali ve¢jim od vrednosti 5,0. Nastavitev jump pomeni mejno vrednost, tj. za
koliko se vrednost testa ¥ §e lahko spremeni ob dodanem novem markerju, pri demer
ostane statistina znacCilnost genske karte v mejah pri¢akovanega. Kon¢na karta je bila
preracunana z metodo najmanjSih kvadratov (Stam, 1993). Markerje smo razvrstili v
skupine v dveh krogih. V prvih dveh so markerji razporejeni glede na mejne vrednosti
LOD in frekvence rekombinacije, v tretjem krogu pa je dodajanje markerjev brez
statisti¢nih omejitev.

Razporejenost markerjev smo primerjali z ze objavljenimi podatki v literaturi (Grisi in
sod., 2007; Blair in sod., 2006, 2008; Perez-Vega in sod., 2010; Hanai in sod., 2010;
Galeano in sod., 2011; Chen in sod., 2014). Vezane skupine smo ostevil¢ili po standardni
nomenklaturi Pedrosa-Harand in sod. (2008). Ce so bili markerji pri nas v lo¢enih
skupinah, v literaturi pa v isti, smo skupine lo¢ili s ¢rkami (npr. la in 1b). Vezani skupini
12 in 13 smo preimenovali v skupini x1 in x2.

Povpreéni interval med markerji na karti smo izraunali po formuli:

x=-yh, .. (15)

Liv-1)
X je povprecna razdalja med markerji, L Stevilo vezanih skupin markerjev, N; Stevilo

markerjev v l|-vezanih skupinah markerjev in DI dolzina vezane skupine markerjev z
oznako I.
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3.5.2 AnalizaQTL

Lokuse kvantitativnih lastnosti smo na genski karti dolo¢ili z raunalniskim programom
Windows QTL Cartographer 2.5 (Wang in sod., 2012). V program smo vnesli osnovne
podatke o populaciji krizanja in vstavili podatke vezanih skupin z markerji ter
pripadajo¢imi razdaljami (cM). V analizo smo vkljucili tudi podatke kvantitativnih
lastnosti, ki smo jih uredili po oznaki RIL in obeh poskusih, BF ter KIS (Priloga D). Po
izpolnjenih Sestih korakih, ki jih zahteva program, smo mejne vrednosti izracunali z
nastavitvijo 1000 permutacij pri 95 % stopnji zaupanja. Podatke vseh vezanih skupin in
vseh kvantitativnih lastnosti smo analizirali z metodo kompozitnega intervalnega kartiranja
— CIM (angl. composite interval mapping) s hitrostjo premikanja 2 cM. Za kontrolo
variacije drugih regij genoma, ki lahko vplivajo na detekcijo QTL, smo dolocili kofaktorje
z uporabo standardnega modela CIM-analize s kontrolnim Stevilom markerjev 5 v okviru
10 cM z metodo najmanjsih kvadratov.
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4 REZULTATI
4.1 KARAKTERIZACIJA RASTLIN STARSEVSKIH LINIJ
4.1.1 Vrednotenje morfoloskih, fenoloskih lastnosti in pridelka

Z namenom ugotoviti razlike med starSevskima linijama, smo sorti ‘Tiber' in
‘Starozagorski’ okarakterizirali z morfoloskimi, fenoloskimi lastnostmi in vrednotili
koli¢ino pridelka. Skupaj smo ovrednotili stirinajst morfoloskih lastnosti (oblika brakteole,
velikost brakteole, barva jadra, Zilnatost jadra, barva stebla, tip rasti, oblika lista, dlacice na
zgornji ploskvi lista, pozicija kljuna, ukrivljenost stroka, barva sveZega stroka, oblika
semena, barvni vzorec semena in osnovna barva semena) petih rastlinskih organov (cvet,
steblo, list, strok, seme) in dve fenoloski lastnosti (Stevilo dni do cvetenja, Stevilo dni do
pojava strokov) ter tri parametre koli¢ine pridelka (Stevilo strokov na rastlino, Stevilo
semen na strok, masa 100 semen (g)) (Preglednica 13). Vseh nasStetih lastnosti, razen
pridelka, nismo vrednotili v poskusih karakterizacije star$evskih linij. Za boljSo primerjavo
numeric¢nih lastnosti s potomci starSevskih linij so v preglednici 13 prikazani rezultati
parametrov iz poskusov v rastlinjaku na BF in KIS, kjer smo isto¢asno vrednotili tudi
rastline RIL.

Preglednica 13: Morfoloske in fenoloske lastnosti ter koli¢ina pridelka navadnega fiZola sorte 'Tiber’
in 'Starozagorski ¢ern’. Il — neomejena pokonéna grmicasta oblika rasti, III — neomejena neplezalna in
polplezalna oblika rasti (Singh, 1991); »*« — lastnosti, v katerih se sorta 'Tiber' in sorta 'Starozagorski’
razlikujeta.

Table 13: Morphologycal, phenologycal traits and yield of two common bean cultivars, 'Tiber' and
‘Starozagorski ¢ern’. Il — indeterminate upright bush growth habit, 1ll — indeterminate prostrate non-
climbing and semi-climbing bush growth habit (Singh, 1991); »*« — traits that differ cultivars 'Tiber’ and
‘Starozagorski'.

Rastlinski Lastnost ‘Tiber’ 'Starozagorski'’

organ Obravnavanje KIS BF KIS BF

Cvet St. dni do cvetenja 26-27 38 28-29 38
Oblika brakteole Sréasta Sréasta
Velikost brakteole Majhna Majhna
Barva jadra* Bela Vijoli¢na
Zilnatost jadra Gladko Gladko

Steblo Barva* Zelena Zelena z vijoliénimi progami
Tip (oblika) rasti* 1] I

Listi¢ Oblika Jajéasta JajCasta
Dlacice na zgornji ploskvi Redke in kratke Redke in kratke

Strok St. dni do pojava strokov 32 42 33-34 46
Pozicija kljuna Hrbtna Hrbtna
Ukrivljenost Nekoliko ukrivljen Nekoliko ukrivljen
Barva svezega stroka* Zelena Zelena z vijoli¢nimi progami
St. strokov na  Kontrola 6,1 6,3 7,4 15

rastlino Susa 4,8 1,1 3,9 0
St. semen na Kontrola 3,2 1,2 2,7 1,4
strok Susa 3,1 15 2,5 0

Seme Oblika Ledvicasta Ledvicasta
Barvni vzorec Brez vzorca Brez vzorca
Osnovna barva* Bela Crna
Masa 100 Kontrola 39,97 29,02 40,03 20,10
semen (g) Susa 38,60 18,24 39,11 0
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Po vrednotenju morfoloskih, fenoloskih podatkov in podatkov o koli¢ini pridelka smo
ugotovili, da se sorti ‘Tiber' in 'Starozagorski' razlikujeta v petih lastnostih, in sicer v
barvi jadra, barvi stebla, barvi semena, tipu rasti, barvi svezega stroka (v preglednici
oznaceno z »*«). V Stevilu dni do cvetenja, Stevilu dni do pojava strokov, Stevilu strokov
na rastlino, Stevilu semen na strok in masi 100 semen se starSevski liniji statisti¢no
znacilno ne razlikujeta.

4.1.2 Vrednotenje fizioloskih lastnosti

V poskusu karakterizacije starSevskih linij smo susni stres ustvarili tako, da smo rastline tik
pred zacetkom cvetenja (21. dan rasti) prenehali zalivati. Za spremljanje stopnje suSnega
stresa smo skozi celoten poskus spremljali vsebnost vode v substratu (VVS) z
vsakodnevnim tehtanjem loncev. Rezultati iz poskusov karakterizacije starSevskih linij SO
bili podobni, saj smo meritve in vzor¢enja izvedli glede na VVS. V nadaljevanju so
predstavljeni rezultati VVS in fizioloSkih meritev iz poskusa IJS 2. Povprecne vrednosti s
+ standardno napako in statistiéno znaCilne razlike fizioloskih parametrov med
starSevskima linijama ter med obravnavanji iz poskusa 1JS 2 so prikazane v prilogi E.
Odvisnost RVV in VP od VVS, poskusov 1JS 1 ter BFs,, je prikazana v prilogi F in prilogi
G.

Na zacetku rasti rastlin navadnega fizola smo v litrskih loncih s starSevskima linijama pri
poskusu NS 2 vzdrzevali VVS od 50 do 58 vol%. Skozi poskus smo uspeli vzdrzevati VVS
kontrolnih rastlin (K) v razponu od 43,1 do 57 vol% (Slika 11a). Kontrolne vrednosti med
starSevskima linijama so se povprecno razlikovale za 5,8 vol%, a razlike niso bile
statistiéno znacilne. Dnevi suse so vplivali na VVS. V prvih §tirih dneh suse se je VVS
zmanjSala za dobrih 10 % pri obeh starSevskih linijah, kasneje pa se je pri sorti ‘Tiber’ na
dan zmanjsala za 4,2 %, pri sorti 'Starozagorski' pa za 1,9 %. Statisti¢nih razlik pri VVS
pri rastlinah, izpostavljenih susi (S), med starSevskima linijama ni bilo (p > 0,05). Znacilne
razlike med povpre¢nimi vrednostmi VVS med rastlinami K in S so se prvi¢ pokazale v
Cetrtem dnevu suse (p < 0,05), ko se je VVS zmanjsala za 35,8 % pri sorti "Tiber' in za
52,1 % pri sorti 'Starozagorski' v primerjavi s kontrolo. Sedmi dan suse je znaSala VV'S pri
sorti ‘Tiber' povpre¢no 26,7 vol% in pri sorti 'Starozagorski' 24 vol%. Zadnji dan meritev
(11. dan) je bila povprecna VVS pri obeh starSevskih linijah podobna, in sicer dobrih 22
vol% (Slika 11a). Po sedmem dnevu suSe smo tri rastline vsake starSevske linije ponovno
zalivali vsak dan, do 11. dne (11R), ko so dosegle VVS 41,7-62,3 vol%.

Slika 10 prikazuje odziv rastlin navadnega fizola sorte 'Tiber' in 'Starozagorski’ v S1
(VP =-0,5--1,0 MPa) in S2 (VP =-1,5--2,0 MPa).
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Tiber Starozagorski

Slika 10: Odziv rastlin navadnega fizola sorte 'Tiber' in 'Starozagorski ¢ern’ v susi 1 (a) in v susi 2 (b).
Figure 10: Response of common bean cultivars 'Tiber' and 'Starozagorski ¢ern’ at drought 1 (a) and
drought 2 (b).

Povpreéna relativna vsebnost vode (RVV) v listih kontrolnih rastlin fizola je bila skozi
celoten poskus 95-97,4% pri obeh starSevskih linijah (Slika 11b). Cetrti dan suse so se
statisticne razlike med rastlinami S in K Ze pokazale (p < 0,05), a samo pri sorti
‘Starozagorski’, kjer je bila RVV za 12,5 % manjsa od kontrolne vrednosti, RVV v listih
sorte 'Tiber' je ostala Se enaka kontrolnim vrednostim. Sedmi dan suse so se razlike v
RVV pokazale tudi pri sorti ‘Tiber" (p < 0,01), saj je bila RVV v listih rastlin v susi 25,7 %
nizja v primerjavi z RVV rastlin K. Pri sorti 'Starozagorski' je RVV padla na 33,7 %, kar
pomeni, da se je zmanjSala za 64,6 % (p < 0,001). Statisticno znacilne razlike med
starSevskima linijama v su$i so bile sedmi dan pri 99,0 % stopnji zaupanja. Enajsti dan
suse je bila RVV v listih sorte 'Tiber' 16,7%, v listih sorte 'Starozagorski' pa 14,0%.
Znacilnih razlik med starSevskima linijama v S3 ni bilo. Rehidrirane rastline so 4 dni po
ponovnem zalivanju pri sorti ‘Tiber' dosegle povpre¢no 96,65 %, pri sorti 'Starozagorski’
pa 87,0 % RVV v listih.
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Pri kontrolnih vrednostih se je vodni potencial (VP) skozi poskus pri vseh rastlinah
povprecno gibal od -0,16 do -0,27 MPa (Slika 11c). Statisticno znacilne razlike med
rastlinami K in S so se pokazale pri sorti 'Starozagorski' Ze Cetrti dan suSe (p < 0,01),
sedmi in enajsti dan pa pri obeh starSevskih linijah. Med rastlinami starSevskih linij,
izpostavljenimi susi so bile znaéilne razlike Cetrti (p < 0,05) in sedmi dan suse (p < 0,01).
Enajsti dan suse znacilnih razlik med rastlinami v susi ni bilo. Vrednosti VP so pri obeh
starSevskih linijah v S3 padle pod -2,5 MPa. Rehidrirane rastline obeh starSevskih linij so
enajsti dan dosegle VP kontrolnih rastlin.
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Slika 11 se nadaljuje (legenda na naslednji strani).
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Slika 11: Prikaz vsebnosti vode v substratu in rastlinah sorte 'Tiber' ter 'Starozagorski ¢ern’ pred
su$o, v treh ¢asovnih stopnjah suSe in v rehidraciji. Prikazane so povpreéne vrednosti treh ponovitev na
obravnavanje in njihove + standardne napake; a) povpre¢na vsebnost vode v substratu (VVS), b) relativna
vsebnost vode v listih (RVV), ¢) vodni potencial (VP), K — kontrola, S — susa in R — rehidracija.

Figure 11: Soil water content and relative water content in plants of two cultivars, 'Tiber' and
‘Starozagorski ¢ern’, before drought, at three time-stages of drought and at rehydration. Data are
means of three plants with their + standard error. a) average substrat water content (VVS), b) relative water
content in leaves (RVV), c) water potential (VP), K — control, S — drought, R — rehydration.

Pri povezavi med VVS in RVV v listih se je izkazalo, da se do 35 vol% VVS RVV
povprecno bistveno ne spremeni, saj je RVV obeh starSevskih linij $e nad 90 % (Slika
12a). Kasneje vsebnost vode v listih drasti¢no pade. Pri 22—-24 vol% vode v substratu je je
v tretjih polno razvitih sestavljenih listih Ze manj kot 20 %. Velik odziv rastlin v prvih
dneh suSe se je pokazal pri meritvah vodnega potenciala (VP). Povezava med VVS in VP
kaze, da se je ze med 45 in 30 vol% VVS VP znizal za 116 % pri sorti ‘Tiber'(-0,46 + 0,06
MPa), pri sorti 'Starozagorski' pa za 244 % (-0,77 = 0,07 MPa) (Slika 12b). Kasneje se je
tudi pri VP pokazalo drastiéno zmanjs$anje in pri 20 vol% VVS ga ni bilo mogoce vec
izmeriti (VP < -3 MPa).

Vpliv vsebnosti vode v listih na vodni potencial kaze, da se v prvih 20 % izgube vode v

listth VP postopno znizuje do -0,7 MPa, kasneje pa se z vsebnostjo vode v listih zacne
mocno znizevati tudi VP in pri 24 % RVV pade na skoraj -2,0 MPa (Slika 12c).
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Slika 12 se nadaljuje (legenda na naslednji strani).
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Slika 12: Prikaz relativne vsebnosti vode v listih (RVV) (a) in vodnega potenciala (VP) (b) v odvisnosti
od vsebnosti vode v substratu (VVS) ter korelacija med RVV in VP (c) vseh merjenih rastlin v susi
sorte 'Tiber' in 'Starozagorski ¢ern’ dan pred suSo ter v treh ¢asovnih stopnjah suse.

Figure 12: Relative water contend in leaves (RVV) and water potention (VP) depending on soil water
content (SVV), and the correlation between the RVV and VP (c) of all measured plants in drought of
‘'Tiber' and 'Starozagorski ¢ern’ cultivars before drought and at three time-stages of drought.

Povpre¢ne vrednosti netofotosinteze (An), prevodnosti listnih rez (gs), potencialne
fotokemiéne ucinkovitosti (Fv'/Fm’) in transpiracije (Tr) v odvisnosti od Stevila susnih dni
so prikazane na sliki 13. Stopnja suse je znacilno vplivala na obravnavanja (p = 0,0002 pri
gs, p < 0,0001 pri ostalih). Ugotovili smo razlike med obravnavanji v vseh parametrih
(p = 0,0096 pri An, p < 0,001 pri ostalih). Vpliv variance $tevila susnih dni je bil statisti¢no
znacilen pri vseh nastetih parametrih, razen pri Tr (p = 0,132). V 4. in 7. dnevu susSe so bile
znacilne razlike v prevodnosti listnih rez med kontrolama sort ‘Tiber' in 'Starozagorski' (p
< 0,05) (Slika 13a). V Cetrtem dnevu suse je bilo zmanjSanje vode v listih dovolj, da so
rastline sorte 'Starozagorski' Ze skoraj popolnoma zaprle listne reze, medtem ko je bila gs
pri sorti 'Tiber' povpre¢no 0,04 mol H,O m? s™. Do mo&nega zmanj$anja prevodnosti je
prislo pri sorti ‘Tiber’ v sedmem dnevu suse. Statisti¢no znacilne razlike se med rastlinami
starSevskih linij niso pokazale, opazne pa so bile med rastlinami K in S sorte
‘Starozagorski' v Cetrtem ter sedmem dnevu suSe (p < 0,001). Enaki rezultati so se
pokazali pri Tr (Slika 13b). Zaprtje listnih rez je mo¢no omejilo Tr, kar kazejo velike
razlike v Tr (p < 0,001) med rastlinami K in S sorte 'Starozagorski'. Stevilo dni v susi ni
vplivalo na razlike Ay (Slika 13e) lista med kontrolnimi rastlinami obeh starSevskih linij,
tudi razlik med rastlinami v susi ni bilo. Znacilne razlike so bile med rastlinami K in S iste
starSevske linije, in sicer pri sorti 'Starozagorski' Ze v ¢etrtem dnevu suse (p < 0,01), pri
sorti 'Tiber" v sedmem dnevu (p < 0,01), Kjer so se razlike Ay pri sorti 'Starozagorski’
samo $e stopnjevale (p < 0,001). V WUE so se razlike pokazale med rastlinami K in S iste
sorte Sele sedmi dan (p < 0,001) (Slika 13f). Tistega dne so bile razlike tudi med
starSevskima linijjama, kjer je imela sorta 'Tiber’ ve¢jo WUE (p < 0,01) kot sorta
'Starozagorski .

Pri FV'/Fm' znacilnih razlik med kontrolnimi in su$nimi rastlinami do sedmega dneva suse,
razen pri sorti 'Starozagorski' (p < 0,005), ni bilo. Prav tako ni bilo opaziti znacilnih razlik
med starSevskima linijama. Statisticnih razlik med vsemi vzorci v ETR ni bilo, ¢eprav so
se vrednosti kontrol in rastlin v susi gibale od 19,34 do 33,18.

Enajsti dan so rastlinam predvsem starejsi listi mo¢no oveneli, se posusili ali celo odpadli.
Meritve z aparatom LI-COR na takih listih niso bile mogoce, zato podatki parametrov, ki
smo jih merili z njim, niso prikazani. Rezultati parametrov gS in Ay rehidriranih rastlin
kazejo, da so si te rastline po ponovnem zalivanju opomogle.

Z rezultati primerjave parametrov smo ugotovili mo¢no stomatalno inhibicijo ze pri 15 %
izgubi vode v listih (Priloga H). Podoben odziv pokaze tudi zmanjSanje VP, kjer pri VP
nizjem od -0,7 MPa gs ni ve&ja od 0,02 mol H,0 m? s™. Socasno se z zapiranjem listnih
rez manjSa tudi koli¢ina dostopnega CO, ter s tem Ay.
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Slika 13: Prikaz fizioloskih parametrov rastlin, izpostavljenih susi, in kontrolnih rastlin sorte 'Tiber’
ter 'Starozagorski ¢ern’ pred su$o, v dveh ali treh ¢asovnih stopnjah suSe in v rehidraciji. Prikazane so
povpreéne vrednosti petih ponovitev na obravnavanje in + standardne napake; a) prevodnost listnih rez (gs),
b) transpiracija (Tr), c) potencialna fotokemi¢na ucinkovitost (Fv'/Fm'), d) hitrost transporta elektronov
(ETR), e) netofotosinteza (Ay), ) u¢inkovitost izrabe vode (WUE), K — kontrola, S — susa, R — rehidracija.

Figure 13: Photosynthetic parameters of plants in drought and control plants of 'Tiber’ and
‘Starozagorski ¢ern’ cultivars before drought, at two time-stages of drought and at rehydration. Data
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are means of three plants with their + standard error. a) conductivity (gs), b) transpiration (Tr), c) potential
photochemical efficiency (Fv'/Fm"), d) electron transport rate (ETR), e) neto-photosynthesis (Ay), f) water
use efficiency (WUE), K — control, S — drought, R — rehydration.

4.1.3 Vrednotenje polimorfizmov molekulskih markerjev

StarSevski liniji smo z analizo PCR okarakterizirali s skupno 1034 molekulskimi markerji
(Preglednica 14, Priloga I).

Preglednica 14: Stevilo testiranih molekulskih markerjev in delez polimorfnih kombinacij.
Table 14: Number of molecular markers tested and percent of polymorphic combinations.

Markerski sistem Stevilo Stevilo
Stevilo testiranih polimorfnih Delez polimorfnih polimorfnih

kombinacij kombinacij kombinacij (%) markerjev

Mikrosateliti 477 102 21,4 102
AFLP 256 27 10,5 27
ISSR 20 16 80,0 53
RAPD 6 1 16,6 1
delno-specifi¢ni 7 4 57,0 11
SRAP-RGA 136 51 37,5 60
RGAP 68 26 38,0 49
SRAP 64 26 40,0 40
Skupaj 1034 253 24,5 343

Skupni delez polimorfnih kombinacij je znaSal 24,5 %. Najve¢ polimorfizmov med
starSevskima linijama smo dobili z markerji ISSR, in sicer 80 %, saj je bilo med 20
testiranimi kombinacijami kar 16 polimorfnih. Ve¢ kot polovica testiranih kombinacij je
bila polimorfna samo $e pri delno-specificnih markerjih (57 %). Od 37,5 do 40 %
polimorfnosti smo dobili pri testiranju molekulskih markerjev SRAP-RGA, RGA in SRAP.
Pri RAPD in mikrosatelitih smo dobili 16,6 in 21,4% polimorfnost. Najmanjsi delez,
10,5 % polimorfnih kombinacij, smo dobili z markerji AFLP z 256 testiranimi
kombinacijami. Skupno S$tevilo polimorfnih markerjev med sortama ‘Tiber' in
'Starozagorski' je 343.

4.1.4 Vpliv suSnega stresa na izraZanje genov, Ki kodirajo akvaporine
4.1.4.1 Identifikacija sekvenc DNA podobnih znanim genom za akvaporine

V Casu zacetka naSe raziskave sekveniranje genoma navadnega fizola Se ni bilo konc¢ano;
posledi¢no sekvence njegovih akvaporinov (AKP) $e niso bile poznane. Za pomnoZevanje
sekvenc DNA podobnih genom, ki kodirajo akvaporine pripadnike druzine MIP s tehniko
PCR smo uporabili 12 degeneriranih zaetnih oligonukleotidov narejenih na podlagi
ohranjenih aminokislinskih motivov poddruzin AKP, PIP in TIP iz bombaza (Park in sod.,
2010). Z uporabo 18 razlicnih kombinacij degeneriranih oligonukleotidov smo uspesno
namnozili 16 produktov fragmentov DNA dolzine 500—-1000 bp. Sedem razli¢nih vzorcev
kombinacij degeneriranih oligonukleotidov z koncentracijo DNA vec¢jo od 10 ng/ul smo
klonirali in pridobili od tri do trinajst sekveniranih klonov za vsak produkt PCR
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(Preglednica 15). Prva Stevilka v imenu akvaporinskim genom podobni sekvenci je Stevilka
izoliranega fragmenta DNA, druga je Stevilka klona (npr. ag21-1: akvaporin navadnega
fizola izoliran kot 21. fragment DNA, klon 1).

Preglednica 15: Seznam sekvenc podobnih akvaporinskim genom s pozicijo zacetnih oligonukleotidov
in oceno dolZine produkta fragmenta DNA. F — smerni oligonukleotid, R — protismerni oligonukleotid,
TMD - transmembranska domena, L — zanka.

Table 15: List and position of degenerate primer combinations of aquaporin-like gene sequences and
the approximations of DNA fragment length. F — forward primer, R — reverse primer, TMD -
transmembran domain, L — loop.

Oznaka Ime sekvence Pozicija smernega Pozicija protismernega Dolzina produkta
kombinacije oligonukleotida oligonukleotida PCR (bp) (ocena)
2 ag3-5, aq3-6 PIP-F2 (N terminalni  PIP-R2 (L 5/3. mesto
k
onec) vezave) 1000
7 aql13-5, aql13-9 PIP-F2 (N terminalni  PIP-R1 (TMD6)
k
onec) 900-1000
11 aql7-1 TIP-F2 (TMD?2) TIP-R2 (TMD6)
900
12 aq18-1 TIP-F3 (TMD?2) TIP-R3 (TMD6)
600
13 aq19-3 TIP-F1 (TMD1/1. TIP-R2 (TMD6)
t
mesto vezave) 500
14 aq20-1, ag21-1, TIP-F2 (TMD?2) TIP-R3 (TMD6)
21-2, ag21-
ag21-2,ag21-3 500-650
16 ag23-1 TIP-F3 (TMD?2) TIP-R1 (L5) 650

Za uvrstitev sekvenc podobnih AKP v poddruzine MIP smo skonstruirali filogenetsko
drevo in primerjali sekvence podobne AKP, pridobljene iz navadnega fiZzola s pomod¢jo
degeneriranih oligonukleotidov bombaza, z znanimi sekvencami genov AKP soje (Glycine
max (L.) Merr.), trnate meteljke (Medicago truncatula Gaertn.), njivske gorc¢ice (Sinapis
arvensis L.), cvetace (Brassica oleracea var. Botrytis) L., nokote (Lotus japonicus L.),
navadnega fizola (Phaseolus vulgaris L.) in ¢rnega mangova (Bruguiera gymnorrhiza (L.)
Lam.) (Slika 14).
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Slika 14: Filogenetsko drevo fiZolovih aminokislinskih sekvenc podobnih akvaporinom in
aminokislinskih sekvenc Ze znanih akvaporinov drugih rastlinskih vrst. GM: Glyicine max; MT:
Medicago truncatula, SA: Sinapis arvensis, BO: Brassica oleracea; LJ: Lotus japonicus; PV: Phaseolus
vulgaris; BG: Bruguiera gymnorrhiza.

Figure 14: Phylogenetic tree of aquaporin-like amino acid sequences and known amino acid sequences
of aquaporin genes of other plant species. GM: Glyicine max; MT: Medicago truncatula, SA: Sinapis
arvensis, BO: Brassica oleracea; LJ: Lotus japonicus; PV: Phaseolus vulgaris; BG: Bruguiera gymnorrhiza.

Uspesno smo razporedili pridobljene sekvence podobne AKP navadnega fizola kot
predstavnike poddruzine PIP in TIP. Tri (ag13-9, ag3-5, ag3-6,) sodijo med PIP, osem
(ag21-1, aql7-1, ag21-2, agql9-3, aq21-3, agql8-1, ag23-1, aq20-1) jih sodi med TIP, le
sekvenca aq13-5 ne sodi v nobeno od teh dveh poddruzin. Na podlagi podobnosti sekvenc
smo poddruzino PIP razdelili v tri manjSe skupine: PIP1 , PIP2 in PIP3. Sekvenci aq13-9
in ag3-5 si delita 87 % aminokislinske sestave z ag3-6 in referen¢nimi sekvencami PV-
aqpl, BG_aqp2, BM_PIP1 in PV_PIP2;3, ki pa imajo 27 % razli¢nih aminokislin od aq3-
6. Najvecja podobnost aminokislinske sestave je med AKP sekvencami soje, navadnega
fizola in vrste ¢rnega mangrova. V poddruzini TIP smo sekvence podobne AKP razdelili
na podskupini, ki si delita manj kot 80 % aminokislinske sestave. Prva skupina je
sestavljena iz petih sekvenc z najvecjo podobnostjo s sekvencami TIP soje, trnate meteljke,
njivske gorcice in cvetace. V drugo skupino se uvrscajo 3 sekvence (agl8-1, ag23-1 in
aq20-1), ki so najbolj podobne membranskim intrinzi€nim proteinom nokote iz sosednje
skupine. Ena od sekvenc podobnih AKP, aql3-5, z dolzino 328 aminokislin, z manj kot
20% podobnostjo zaporedja sekvence, ne sodi v nobeno od poddruzini TIP in PIP.
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Znane ohranjene motive (NPA-motiv) in aminokislinske ostanke (ar/R-selektivno sito)
akvaporinskih proteinov, ki oznacujejo AKP kot kanalske proteine prepustne za vodo in
druge topljence, smo v sekvencah podobnih AKP poiskali s pomo¢jo sekvenc¢ne poravnave
le-teh s sekvencami Ze znanih AKP rastlin G. max, M. truncatula, S. arvensis, B. oleracea
var. Botrytis, L. japonica, P. vulgaris in B. gymnorrhiza (Slika 15).

Z analizo veCkratnega prileganja sekvenc smo v vec€ini sekvenc podobnih AKP dolo¢ili
znane ohranjene motive, kar je potrdilo njihovo funkcijo (Preglednica 16).

Preglednica 16: Prisotnost motiva NPA in ar/R-selektivnega sita v fizolovih aminokislinskih sekvencah
podobnih akvaporinom. V celotni aminokislinski sekvenci akvaporinov se NPA (asparagin-prolin-alanin)
motiv nahaja na dveh mestih — I in Il, ar/R selektivno sito pa na dveh transmembranskih zankah H2 in H5 in
na dveh mestih zanke E — LE1 in LE2. A —alanin, R — arginin, N — asparagin, F — fenilalanin, G — glicin, H —
histidin, | —izolevcin, L — levcin, S — serin, T — treonin, W — triptofan, V — valin.

Table 16: Presence of the NPA-motifs and ar/R-selective filters in aquaporin-like amino acid sequences
of common bean. In the entire aquaporin amino acid sequence NPA (asparagine-proline-alanine) is located
in two places — | and 1, whereas ar/R selective filter is located on two transmembrane loops H2 and H5 and
on two places of loop E — LE1 and LE2. A — alanine, R — arginine, N — asparagine, F — phenylalanine, G —
glycine, H — histidine, | — isoleucine, L — leucine, S — serine, T — threonine, W — tryptophan, V — valine.

Poddruzina Ime NPA-motiv Ar/R-selektivno sito
I I H2 H5 LE1 LE2

TIP ag21-1 S-- NPA R | A R
aql7-1 S-- NPA R | A R
aq21-2 S-- NPA R | A R
aql9-3 S-- NPA R | A R
ag21-3 S-- NPA R | A R
aql8-1 NPA NPA F | A \Y/
ag23-1 NPA NPA F | A V
aq20-1 NPA NPV F | A V

PIP aql3-9 NPA GPI L H A A
ag3-5 NPA GPI L H A T
aq3-6 LGA TLA N \Y S G
aql3-5 WAV NPA K H T R

Z algoritmom tblastx programskega paketa BLAST smo za kombinacije oligonukleotidov
poiskali podobnosti zaporedij z akcesijami v bazi podatkov GenBank (NCBI) (Altschul in
sod., 1997). Najbolj podobne sekvence, ki smo jih pridobili za posamezno kombinacijo
oligonukleotidov, so opisane v prilogi J.
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Slika 15 se nadaljuje (legenda na naslednji strani).
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Slika 15: Poravnava aminokislinskih sekvenc podobnih akvaporinom z Ze znanimi sekvencami
akvaporinov drugih rastlinskih vrst. GM: Glyicine max PIP1 (NP_001235204), TIP4-1 (XP 003522708);
MT: Medicago truncatula TIP4-1 (XP003588369), SA: Sinapis arvensis TIP1 (ACI95283), BO: Brassica
oleracea TIP26-1 (U92651); LJ: Lotus japonicus MIP1 (AAF82790); PV: Phaseolus vulgaris PIP2;3
(ABU94631), agl (AAB72149); BG: Bruguiera gymnorhiza aquaporin 2 (ABL76066). Ohranjene
aminokislinske sekvence so prikazane v kvadratih na pozicijah od P1 do P7, v dveh transmembranskih
zankah, H2 in H5, ter v zankah B in E.

Figure 15: Annealing of aquaporin-like amino acid sequences and known aquaporin genes of other
plant species. GM: Glyicine max PIP1 (NP_001235204), TIP4-1 (XP 003522708); MT: Medicago
truncatula TIP4-1 (XP003588369), SA: Sinapis arvensis TIP1 (ACI95283), BO: Brassica oleracea TIP26-1
(U92651); LJ: Lotus japonicus MIP1 (AAF82790); PV: Phaseolus vulgaris PIP2;3 (ABU94631), aql
(AABT72149); BG: Bruguiera gymnorhiza aquaporin 2 (ABL76066). Squares present the conserved motifs on
positions P1 to P7 in two transmembran loops H2 and H5 and in B and E loops.

4.1.4.2 Vpliv sue na izrazanje genov PVvPIP1;2, PvPIP2;7, PvTIP1;1, PvTIP4;1

Schmutz in sod. so v letu 2014 objavili referencni genom navadnega fiZzola andskega
genotipa, ki je omogocil hitrejsi napredek raziskav identifikacije genov navadnega fizola in
njihovih funkcij. Objava fizolovega genoma je omogocila natancnej$o Kkarakterizacijo
genov, ki kodirajo AKP dveh poddruzin, PIP in TIP.

S pomocjo filogenetskega drevesa smo izbrali gene, v katerih smo s poravnavo nasli
sekvence najbolj podobne tistim, ki smo jih identificirali kot sekvence podobne AKP
(Slika 17). Izbrane gene, PvPIP1;2, PvPIP2;7, PvTIP1;1 in PvTIP4;1, so predhodno
identificirali v navadnem fizolu, na filogenetskem in strukturnem nivoju, s pomo¢jo genov
AKP navadnega repnjakovca (Ariani in Gepts, 2015). Izrazanje teh genov v listih
kontrolnih rastlin obeh starSevskih linij smo uspes$no potrdili z metodo PCR v realnem
casu. Na agarozni elektroforezi smo dobili kvalitetne enojne produkte za vse stiri izbrane
gene AKP in dva referen¢na gena, IDE ter Ukn2 (Slika 16).
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Slika 16: Vizualizacija produktov PCR stirih akvaporinskih genov (PVPIP1;2, PvPIP2;7, PvTIP1;1,
PvTIP4;1) in dveh referen¢nih genov (IDE, Ukn2) pri kontrolnih rastlinah sorte 'Tiber' (T) in
‘Starozagorski ¢ern’ (S) na 1,4% agaroznem gelu.

Figure 16: Visualization of PCR amplifications of four aquaporin genes (PvPIP1;2, PvPIP2;7,
PvTIP1;1, PvTIP4;1) and two reference genes (IDE, Ukn2) in control plants of 'Tiber' (T) and
‘Starozagorski ¢ern’ (S) cultivars on the 1,4% agarose gel.
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Slika 17: Filogenetsko drevo fizolovih
sekvenc DNA, ki kodirajo akvaporine
in sekvenc, ki so njim podobne. Z
rde¢im kvadratom so oznaéene izbrane
akvaporinske sekvence, z modro pa so
podcCrtane akvaporinom  podobne
sekvence, ki smo jih identificirali v nasi
raziskavi.

Figure 17: Phylogenetic tree of
common bean aquaporin and
aquaporin-like DNA sequences. Red
square presents the chosen aquaporin
genes, blue line presents aquaporin-like
genes identified in our study.
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Na osnovi rezultatov karakterizacije genov, ki kodirajo AKP, smo se odlo¢ili, da bomo
preucili vpliv suse na izrazanje genov PvPIP1;2, PvPIP2;7, PvTIP1;1 in PvTIP4;1 v polno
razvitih tretjih sestavljenih listih sorte "Tiber' in sorte 'Starozagorski' — na podlagi poskusa
IJS 1. Liste smo vzor¢ili dan pred suso, 5., 9. in 11. dan suse ter 24 ur po rehidraciji. Pri
analizi smo uporabili referen¢na gena, IDE in Ukn2. Primerjali smo stopnje izrazanja
vsakega od izbranih genov poddruzin PIP in TIP (Slika 18) v kontrolnih rastlinah in
rastlinah, izpostavljenih su$nem stresu obeh starSevskih linij. Tako smo dolo¢ili vpliv
sorte, stopnje suse in njihove interakcije (Preglednica 17). Vodni status rastlin smo dolo¢ili
z meritvami vsebnosti vode v substratu in listu ter z meritvami vodnega potenciala (VP).
Relativna vsebnost vode v listu (RVV) in VP v poskusu 1S 1 so predstavljeni v prilogi F.

Preglednica 17: Rezultati dvosmerne ANOVA (sorta x stopnja suse) relativne stopnje izraZzanja genov
akvaporinov v vzorcih sorte 'Tiber' in 'Starozagorski ¢ern’ v 5., 9. in 11 dnevu suse ter rehidraciji iz
poskusa 1JS 1. Prikazan je vir variacije, F-vrednost in p-vrednost pri stopnji prostosti = 1. Odebeljene
vrednosti prikazujejo statisticno znacilno razliko v izrazanju genov.

Table 17: Results of two-way ANOVA (cultivar x stage of drought) for relative expression of four
aquaporin genes of Tiber' and 'Starozagorski ¢ern’ cultivars on day 5, 9 and 11 of drought stage and
at rehydration (11R) from 1JS 1 experiment. Source of variation, F-value and p-value at one degree of
freedom are displayed. Values in bold represents statistical signifficant differences.

Dan5 Dan 9 Dan 11 Dan 11R
F- p- F- p- F- p- F- p-

Vir variacije vrednost  vrednost  vrednost vrednost  vrednost  vrednost vrednost vrednost
PVPIP1;2

Sorta 0.9 0.359 21.8 0.002 1.9 0.204 35 0.102
Stopnja suse 0.1 0.778 30.6 <0.001 2.1 0.186 1.3 0.292
Sortsal‘gor’”‘a 12 0300 09 0366 00  0.966 04 0754
PVPIP2;7

Sorta 5.6 0.046 35 0.104 9.7 0.014 2.9 0.134
Stopnja suse 9.8 0.014 5.2 0.057 16.3 0.004 4.5 0.072
Sortsiés’fp”‘a 54 0.049 29 0133 97 0014 21 0192
PVTIP1;1

Sorta 9.3 0.016 18.7 0.003 0.3 0.625 11.0 0.013
Stopnja suse 16.6 0.004 108.9 <0.001 114 0.010 16.9 0.004
Sorts"i‘l:?:)p“‘a 57 0.044 0.3 0.573 00 0910 10.9 0.013
PVvTIP4;1

Sorta 4.3 0.072 0.0 0.900 0.1 0.782 0.3 0.594
Stopnja suse 18.3 0.003 1.3 0.285 13.7 0.006 0.2 0.650
Sorta:Stopnja 35 0.097 18 0217 11 0326 00 0962

suSe

Pomanjkanje vode je povzrocilo zmanjsanje stopnje izrazanja pri rastlinah, izpostavljenih
susi, v primerjavi s kontrolnimi rastlinami. Ugotovili smo, da so razlike v izrazanju v
starSevskih linijah pri vseh preucevanih genih AKP, razen pri genu PvTIP4;1. V 5. in 9.
dnevu suse je relativna stopnja izrazanja gena PvTIP4;1 pri sorti 'Tiber' (VP =-0,71 £ 0,1
MPa in -1,15 + 0,08 MPa) 9-15 % stopnje kontrolnih rastlin sorte 'Tiber'. Pri sorti
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‘Starozagorski' (VP =-1,18 + 0,32 MPa in -2,67 + 0,52 MPa) je relativna stopnja izraZanja
istega gena 27—41 % stopnje kontrolnih rastlin sorte 'Starozagorski .

Pri obeh genih, ki kodirata AKP poddruzine PIP, in pri genu PvTIP1;1 smo pri kontrolnih
rastlinah in rastlinah, izpostavljenih sus$i, ugotovili specifi¢no izrazanje genotipa
(Preglednica 17). Relativna stopnja izrazanja vseh Stirih genov AKP, v razli¢nih dneh suse,
je statisti¢no znacilno niZja pri sorti 'Starozagorski' v primerjavi s sorto ‘Tiber' (Slika
18a).
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Slika 18: Relativna stopnja izrazanja (2**“") genov PvPIP1;2, PVPIP2;7, PvTIP1;1 in PvTIP4;1 pri
sorti 'Tiber' in sorti 'Starozagorski ¢ern’ iz poskusa IJS 1 (Priloga IJS 1) (Zupin in sod., 2017: 6).
Primerjava rezultatov analiz vzorcev kontrolnih rastlin in rastlin v susi (5., 9. in 11. dan suse) (a) ter v
rehidraciji (11R) (b). Prikazane so povpre¢ne vrednosti s + standardno napako.

Figure 18: Relative expression level (2**°") of aquaporin genes PvPIP1;2, PvPIP2;7, PvTIP1;1 and
PvTIP4;1 in common bean cultivars 'Tiber' and 'Starozagorski ¢ern’ of IJS 1 experiment (Appendix
IJS 1) (Zupin et al., 2017: 6). Control and treated plants are compared on days 5, 9 and 11 of drought
treatment (a) and at rehydration (11R) (b). Values are means + standard error.

Razlike v izrazanju dveh genov PVPIP2;7 in PvTIP4;1 v kontrolnih rastlinah in rastlinah
izpostavljenih susi, so v starSevskih linijah razli¢ne. Razlike v izrazanju gena PVPIP2;7 v
kontrolnih rastlinah in v rastlinah, izpostavljenih susi, smo ugotovili 5. in 11. dan suse
(Preglednica 17). Relativna stopnja izrazanja gena PVPIP2;7 pri kontrolnih rastlinah sorte
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'Starozagorski' je znaSala v vseh Casovnih stopnjah suSe 14-19 % relativne stopnje
izrazanja tega gena kontrolnih rastlin sorte 'Tiber' (Slikal8a). Pri rastlinah sorte 'Tiber’,
izpostavljenih susi, je relativna stopnja izrazanja gena PvPIP2;7 zmanj$ana na 0,2-0,9 %
relativne stopnje kontrolnih rastlin sorte 'Tiber’, pri rastlinah sorte 'Starozagorski' pa na
0,8-6,8 % relativne stopnje kontrolnih rastlin sorte 'Starozagorski' v dnevih suse. Pri genu
PvTIP1;1 smo razlike v izrazanju pri starSevskih linijah ugotovili 5. in 9. dan suse, Kkjer je
VP sorte ‘Tiber' -0,71 + 0,1 MPa in -1,15 + 0,08 MPa in sorte 'Starozagorski' -1,18 + 0,32
MPa ter -2,67 £ 0,52 MPa. Deveti in 11. dan suse (VP sorte 'Tiber' je -2,75 £ 0,2 in sorte
‘Starozagorski' je -2,47 + 0,49 MPa) smo ugotovili tudi razlike v izrazanju tega gena pri
rastlinah v kontroli ter rastlinah, izpostavljenih susi, vendar znacilnih interakcij med sorto
in stopnjo suse ni bilo (Slika 18a). Pri PvPIP1;2 smo razlike v izrazanju pri starSevskih
linijah in pri rastlinah v kontroli ter rastlinah, izpostavljenih susi, ugotovili 9. dan suse,
vendar znacilnih interakcij med sorto in stopnjo suse tudi tu ni bilo.

Pri rehidriranih rastlinah je relativna stopnja izrazanja izena¢ena s kontrolnimi rastlinami
ali pa je celo visja (VP sorte 'Tiber' je -0,48 + 0,09 in sorte 'Starozagorski' -0,8 + 0,25
MPa) (Slika 18b). Izkazalo se je, da je izrazanje genov PVPIP1;2 in PVvTIP4;1 pri
rehidriranih rastlinah enako relativni stopnji izrazanja teh genov pri kontrolnih rastlinah.
Ugotovili smo, da so razlike v izrazanju gena PVTIP1;1 pri kontrolnih in rehidriranih
rastlinah razliéne pri starSevskih linijah (Preglednica 17). Pri sorti 'Tiber' je relativna
stopnja izraZzanja tega gena v rehidraciji skoraj trikratna, medtem ko je pri sorti
‘Starozagorski' podobna izrazanju gena pri kontrolnih rastlinah. Relativna stopnja
izrazanja PVPIP2;7 gena je pri sorti 'Tiber' do Sestkrat vi§ja kot pri kontrolnih in
rehidriranih rastlinah sorte 'Starozagorski'. S primerjavo relativne stopnje izrazanja gena
PvPIP2;7 rehidriranih rastlin s kontrolnimi rastlinami obeh starSevskih linij smo ugotovili
povecanje relativne stopnje izrazanja gena PVPIP2;7 za ve¢ kot osemkrat.

4.1.5 Vpliv susnega stresa na izraZanje genov proteaz PvSLP1 in PvSLP2

Analizo izrazanja genov PVSLP1 in PvSLP2, ki kodirata subtilizinu podobni serinski
proteazi, smo izvedli na tretjem sestavljenem popolnoma razvitem listu rastlin navadnega
fizola sorte 'Tiber' in 'Starozagorski': v kontrolnih rastlinah, vzorcenih 4. dan suse, in v
rastlinah izpostavljenih susi, ki so bile vzoréene 10., 24. in 38. dan suse v dveh ponovitvah
v poskusu BFs;. Vodni status rastlin smo dolocili z meritvami VP in RVV v listu. Ti
rezultati so prikazani v prilogi G.

Na sliki 19 so prikazane relativne vrednosti stopnje izrazanja (2°“") genov PVSLP1 in
PvSLP2 pri rastlinah, izpostavljenih susi, obeh starSevskih linij, za vsak dan vzoréenja,
relativno na stopnjo izrazanja teh dveh genov pri kontrolnih rastlinah sorte 'Tiber' (¢rtkani
stolpec). Stopnjo izrazanja genov PVSLP1 in PvSLP2 smo primerjali med vsemi
analiziranimi vzorci in statisti¢no znacilne razlike med njimi oznadili z razli¢nimi malimi
¢rkami (a, b, c, d, e, f).

Z analizo izrazanja genov PVSLP1 in PvSLP2 smo ugotovili, da se relativna stopnja

izrazanja obeh genov pri rastlinah obeh starSevskih linij, vzor¢enih v 10., 24. in 38. dnevu
suse, razlikuje (je ve¢ja ali manjSa) v primerjavi s stopnjo izrazanja teh genov pri
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kontrolnih rastlinah sorte 'Tiber'. Izjema je le izrazanje gena PVSLP1 pri sorti
‘Starozagorski' v 10. dnevu suse (VP = -0,15 MPa). Pri enakem genu je bila razlika v
izrazanju tudi med kontrolnimi rastlinami starSevskih linij, kjer je znaSala pri sorti
‘Starozagorski' (VP = -0,12 MPa) 165 % stopnje izrazanja tega gena v rastlinah sorte
'Tiber' (VP = -0,25 MPa). Deseti dan suse se je relativna stopnja izrazanja gena PvSLP1
pri sorti ‘Starozagorski' zmanjSala za prav toliko odstotkov.

Pri obeh analiziranih genih smo ugotovili razlike v stopnji izraZzanja med starSevskima
linijjama. Razlike smo opazili pri vseh vzorcih rastlin, izpostavljenih susi, obeh starSevskih
linij. Relativna stopnja izrazanja gena PVSLP1 se je v 10. dnevu suse pri rastlinah sorte
'Tiber' (VP =-0,15 MPa) za ve¢ kot 2-krat povec¢ala v primerjavi s kontrolnimi rastlinami
sorte 'Tiber', pri stresiranih rastlinah sorte 'Starozagorski' (VP = -0,15 MPa) pa je bila
enaka stopnji izrazanja tega gena pri kontrolnih rastlinah sorte 'Tiber'. 24. in 38. dan suse
se je izrazanje gena PVSLP1 pri obeh starSevskih linijah zmanjsalo (VP sorte "Tiber' -0,25
in -1,05 MPa ter sorte 'Starozagorski' -0,33 in -2,50 MPa). Ugotovili smo, da je pri teh
dveh stopnjah suse, relativna stopnja izrazanja gena PvSLP1 pri rastlinah sorte 'Tiber' 26—
64 % stopnje izrazanja tega gena, pri kontrolnih rastlinah sorte 'Tiber’, pri rastlinah sorte
‘Starozagorski' pa 58-14 % relativne stopnje izrazanja gena PvSLP1 pri kontrolnih
rastlinah sorte "Tiber'.

Relativna stopnja izrazanja gena PvSLP2 se med kontrolnimi vzorci starSevskih linij ni
razlikovala. Pri vseh vzorcih rastlin v susi se je relativna stopnja izrazanja tega gena pri
obeh starSevskih linijah linearno poveéevala, le 24. dan suse se pri rastlinah sorte ‘Tiber’ ni
spremenila. Ugotovili smo, da je pri sorti ‘Tiber' 10. dan suse relativna stopnja izrazanja
gena PvSLP2 skoraj 2-krat vecja, 24. in 38. dan pa Stirikrat vecja od relativne stopnje
izrazanja tega gena pri kontrolnih rastlinah sorte 'Tiber'. Pri sorti 'Starozagorski' je 10.
dan suse relativna stopnja izrazanja gena PvSLP2 226 %, 24. dan 468 % in 38. dan 555 %
stopnje izraZanja tega gena pri kontrolnih rastlinah sorte 'Tiber'.
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Slika 19: Relativna stopnja izrazanja (2™“") genov PvSLP1 in PvSLP2 pri kontrolnih rastlinah (K) in
v vzorcih rastlin, izpostavljenih susi (10., 24., 38. dan), glede na stopnjo izraZanja pri kontrolnih
rastlinah sorte 'Tiber' (¢rtkani stolpec).

Figure 19: Relative expression rate (2**“T) of PvSLP1 and PvSLP2 genes in control (K) and drought
stressed plants (day 10, 24 and 38) according to expression rates of control plants of 'Tiber' cultivar
(dotted column).
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4.2 KARAKTERIZACIJA RASTLIN REKOMBINANTNIH INBRIDIRANIH LINIJ
4.2.1 Vrednotenje morfoloskih, fenoloskih lastnosti in pridelka

Morfoloske in fenoloSke lastnosti, pri Katerih sta se starSevski liniji razlikovali, ter koli¢ino
pridelka, smo ovrednotili tudi na potomcih. Preglednica 18 prikazuje frekven¢no
porazdelitev kategori¢nih morfoloskih znakov, preglednica 19 pa osnovno statistiko
numeri¢nih fenoloskih znakov in treh lastnosti vrednotenja pridelka, pridobljenih na
vzorcih 80 rekombinantnin inbridiranih linij navadnega fizola. Rastline RIL30 in RIL87
smo iz teh analiz izlo¢ili zaradi nepopolnih podatkov pri obeh poskusih, saj so te rastline
zelo slabo rastle in niso cvetele.

Preglednica 18: Frekven¢na porazdelitev kategoriziranih morfolo§kih znakov 80 RIL navadnega
fizola. * | — omejena pokon&na grmidasta oblika rasti, Il — neomejena pokonéna grmicasta oblika rasti, IIT —
neomejena neplezalna in polplezalna oblika rasti, IV — neomejena plezalna oblika rasti (Singh, 1991).

Table 18: Frequency of categorized morphological traits of 80 RILs of common bean. * | — determinate
upright bush growth habit, Il — indeterminate upright bush growth habit, 11l — indeterminate prostrate non-
climbing and semi-climbing bush growth habit, IV — indeterminante weak-stemmed climbing growth habit
(Singh, 1991).

Rastlinski organ Morfoloski znak Fenotip Delez (%)
Cvet Barva jadra Bela 47,5
Roza 33,8

Vijoli¢na 18,8

Zilnatost jadra Zilnato 20,0

Gladko 80,0

Velikost brakteole Majhna 18,8

Srednje velika 51,3

Velika 20,0

Steblo Barva Zelena 80,0
Zelena z vijoli¢nimi progami 20,0

Tip (oblika) rasti' I 10,0

1 25,0

1l 65,0

Strok Barva Zelena 92,5
Zelena z vijoli¢nimi progami 8,8

Seme Osnovna barva Bela 52,5
Pisana 25,0

Rjava 50

Crna 17,5

Najvec rastlin RIL ima belo barvo cvetov, tretjina ima cvetove roza barve, manj kot 20 %
ima vijoli¢ne cvetove. Zilnatost jadra je pri 80 % rastlin RIL gladka. Polovica ima srednje
veliko brakteolo, 18,8 % majhno in 20 % veliko. Pri rastlinah RIL moc¢no prevladuje
zelena barva stebla in stroka (80-92,5 %). Barve semen rastlin RIL smo razdelili v stiri
skupine. Vec kot polovica potomcev ima belo seme, Cetrtina semen je pisanih, ¢rnih semen
je 17,5 %, 5 % je rjavih semen.
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Preglednica 19: Osnovna statistika numeri¢nih fenoloskih znakov in koli¢ine pridelka, pridobljenega
na vzorcih 80 RIL navadnega fiZola.

Table 19 Basic statistic of numerical phenological traits and yield parameters of 80 RILs of common
bean.

Lastnost Statistika Vrednost
BF KIS
St. dni do cvetenja Povprecje 39,53 26,10
Minimum 38,00 23,00
Maksimum 47,00 30,00
Standardni odklon 2,25 1,47
Koeficient variacije (%) 1,61 1,12
St. dni do pojava Povpredje 53,75 31,34
strokov Minimum 52,00 26,00
Maksimum 59,00 37,00
Standardni odklon 1,40 2,50
Koeficient variacije (%) 1,00 2,00
St. strokov na Povprecje 0,75 4,15
rastlino Minimum 0,08 0,33
Maksimum 2,00 8,75
Standardni odklon 0,41 1,34
Koeficient variacije (%) 0,34 0,98
St. semen na strok Povprecje 1,53 2,67
Minimum 0,17 1,16
Maksimum 2,82 490
Standardni odklon 0,57 0,61
Koeficient variacije (%) 0,45 0,47
Masa 100 semen (g)  Povpregje 28,02 35,77
Minimum 6,00 14,98
Maksimum 54,00 51,49
Standardni odklon 7,72 6,91
Koeficient variacije (%) 5,75 5,47

Najvedji koeficient variacije in s tem najvec¢jo variabilnost smo iz podatkov obeh poskusov
izraCunali za maso 100 semen (BF = 5,75 %; KIS = 5,47 %). V ta podatek so poleg
zdravega semena Vvseta tudi nagubana, nekaljiva semena in polni stroki. Nekatere rastline
RIL v poskusu na KIS so imele od vsega pridelka semen 45-48 % slabih semen (RIL 20,
RIL 18, RIL 32), RIL 76 jih je imel 67 %, RIL 27 pa je imel kar 3,7-krat ve¢ slabih semen
kot dobrih. Variabilnost ostalih prikazanih lastnosti se je gibala med 0,34 % (st. strokov na
rastlino pri BF) in 2 % ($t. dni do pojava strokov pri KIS).

Mo¢ linearne povezanosti med pari dvanajstih lastnosti smo ocenili s Pearsonovim
korelacijskim koeficientom (Preglednica 20). Opisne lastnosti, velikost brakteole, barvo
jadra, zilnatost jadra, tip rasti, barvo stebla, barvo stroka in barvo semena, smo pretvorili v
numeri¢ne vrednosti in jih tako vkljucili v analizo. Pri obeh poskusih z RIL smo ugotovili,
da so barve rastlinskih organov v korelaciji. V korelaciji sta tudi $t. dni do cvetenja in St.
dni do pojava strokov. Analiza podatkov s poskusa na BF kaze, da s Stevilom dni do pojava
strokov korelira §t. strokov na rastlino in §t. semen na strok. Masa 100 semen pa je v
korelaciji z barvo jadra, barvo stroka in barvo semena. Analiza podatkov na KIS kaze, da
je masa 100 semen v korelaciji s tipom rasti in §t. semen na strok.
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Preglednica 20: Ocena povezanosti morfoloskih znakov, pridobljena s Pearsonovim korelacijskim koeficientom. Statisti¢no znacilne razlike pri * p < 0,05; ** p <
0,01; *** p < 0,001; DC — &t. dni do cvetenja; VB — velikost brakteole; BJ — barva jadra; ZJ — ilnatost jadra; TR — tip rasti; BSte — barva stebla; DS — &t. dni do strokov;
BStr — barva stroka; StrR — st. strokov na rastlino; BSe — barva semena; SS — §t. semen na strok; MSe — masa 100 semen.
Table 20: Pearson corelation coefficient for the estimation of the morphological trait correlation. Statistically significant differences at * p < 0,05; ** p < 0,01; ***p
< 0,001; DC — days to flowering; VB — size of bracteole; BJ — wing color; ZJ — wing surface; TR — growth habit; BSte — stem color; DS — end of flowering; BStr — pod
color; StrR — pods per plant; BSe — seed color; SS — seed per pod; MSe — 100-seed weight.

~

Lastnost Poskus DC VB BJ 7] TR BSte DS BStr StrR BSe SS MSe
DC BF 1 * faled
KIS 1 Fhx
VB BF 0,2609 1 *
KIS -0,1712 1 * *
BJ BF -0,1186 0,0599 1 * faleie faled falele **
KIS 0,053 0,1295 1 il * falale il il
VAl BF 0,2001 0,0382 0,2574 1 ** *
KIS -0,1727 0,2341 0,3822 1 Fkx Fhx
TR BF 0,0078 0,2236 -0,0808 -0,0354 1
KIS 0,0448 0,158 -0,2831 0,0692 1 ** *
BSte BF 0,1395 0,2708 0,5116 0,3698 0,1666 1 falale faled
KIS -0,1727 0,2341 0,549 0,4947 -0,0968 1 faleie **
DS BF 0,3792 -0,0467 0,1844 0,3062 -0,1004 0,1699 1 i *
KIS 0,7564 -0,1087 -0,0135 -0,0003 0,0986 -0,1913 1
BStr BF -0,1091 -0,0087 0,3618 0,2209 0,1154 0,4281 0,1449 1 * *
KIS -0,0478 0,0202 0,3969 0,5243 -0,0063 0,6397 -0,1269 1
StrR BF -0,2442 -0,2288 -0,055 -0,1938 0,0492 -0,1277 -0,3301 -0,0546 1
KIS 0,212 -0,1529 0,0219 -0,0972 0,1358 -0,1237 0,1584 -0,0135 1 **
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Nadaljevanje preglednice 20.

Lastnost Poskus DC VB BJ 7] TR BSte DS BStr StrR BSe SS MSe
BSe BF -0,0793  0,2022 0,7209 0,0093 -0,036 0,3789 -0,0396  0,2678 0,2038 1 * **
KIS -0,0303  0,1132 0,7684 -0,0072  -0,3045  0,3186 -0,0316  0,0132 0,0797 1
SS BF -0,1857  0,0443 0,1074 -0,2081  -0,1124  -0,1194  -0,2717  -0,1193  0,1333 0,2839 1
KIS -0,0156  0,0853 0,1562 0,2292 0,0565 0,09 0,0561 0,0672 -0,3355  0,0875 1 Hxx
MSe BF 0,1633 0,0084 -0,328 -0,0668  -0,0269  -0,2064  0,1275 -0,2647  -0,1321  -0,3278  -0,2454 1
KIS -0,0034  0,0637 0,1084 -0,0863  -0,2654  0,0601 -0,2311  -0,0299  -0,0004  0,0905 -0,3831 1
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Za izracun statisti¢nih razlik med povprecij numeri¢nih lastnosti, na katere lahko vpliva
susa, smo RIL razporedili v homogene skupine glede na barvo semena (1 — bela, 3 —
pisana, 4 — rjava in 5 — ¢rna) (Preglednica 21). Statisti¢no znaéilne razlike so se z LSD
testom v poskusu na BF pokazale med povprec¢ij mase 100 semen med skupinama 1 — 3 in
med skupinama 1 — 5. Znaclilne razlike Stevila semen na strok so se pokazale med
skupinama 1 in 5. V poskusu na KIS so bile znadilne razlike v §t. semen na strok med
skupinamal—-3in3—4.

Preglednica 21: Fisher-jev test najmanj$ih znadilnih razlik med povpredji razli¢nih lastnosti dveh
homolognih skupin RIL na podlagi barve semen, s podatki poskusa na BF (A) in KIS (B). Statisti¢no
znacilne razlike so prikazane z razliénimi érkami pri 95 % LSD. 1 — bela, 3 — pisana, 4 — rjava in 5 — ¢rna.
DC — st. dni do cvetenja; MSe — masa 100 semen; StrR — st. strokov na rastlino; SS — §t. semen na strok; DC
— §t. dni do cvetenja; ETR 0/10/23 BF o0z. 0/14/17 KIS — hitrost transporta elektronov v 0./10./23. dnevu suse
iz poskusa na Biotehniski fakulteti oz. 0./14./17. dnevu suse na Kmetijskem inStitutu Slovenije; Fv'/Fm'
0/10/23 BF o0z. 0/14/17 KIS — potencialna fotokemi¢na uéinkovitost elektronov 0./10./23. dan suse iz poskusa
na Biotehniski fakulteti oz. 0./14./17. dnevu suSe na Kmetijskem institutu Slovenije.

Table 21: Fisher's the least significant differences test between means of different traits of two
homologous groups of RILs based on their seed coat color from two experiments, BF (A) and KIS (B).
Different letters (a, b, c) represent statistically significant differences at 95 % LSD. 1 — white, 3 — colorful, 4
— brown, 5 — black. MSe — 100-seed weight; StrR — pots per plant; SS — seed per pot;.DC — days to flowering;
ETR 0/10/23 BF or 0/14/17 KIS — electron transport rate at 0./10./23. days of drought from experiment at
Biotechnical faculty or 0./14./17. days of drought from experiment at Agricultural institute of Slovenia;
Fv/Fm' 0/10/23 BF oz. 0/14/17 KIS — potential photochemical efficiency 0./10./23. days of drought from
experiment at Biotechnical faculty or 0./14./17. days of drought from experiment at Agricultural institute of
Slovenia.

A
I)3arva SteviloRIL MSe StrR  SS DC ETRO ETR10 ETR23 FV/Fm' FV/Fm' Fv/Fm'
semena —BF BF BF BF 0BF 10BF 23BF
1 32 a a a a a a a a a
3 17 a a ab a a a a a a a
4 3 ab a ab a a a a a a a
5 14 a a b a a a a a a a
B) _
Barva SteviloRIL MSe StrR SS DC ETRO ETR14 ETR17 FV/Fm' FV/Fm' FV/Fm'
semena - KIS KIS KIS KIS OKIS 14KIS 17KIS
1 41 a a a a a a a a a a
3 19 a a b a a a a a a a
4 5 a a a a a a a a a a
5 14 a a ab a a a a a a a

Za razvr$Canje rastlin RIL v morebitne skupine smo uporabili PCA- in LDAmetodo.
Podatke iz poskusa na BF in KIS smo obdelali lo¢eno. V PCA smo vkljucili vseh 12
lastnosti. 1z podatkov poskusa na BF so prve tri komponente pojasnile slabih 53 %
variacije (Slika 20a). Prva komponenta je pojasnjevala 22,9 %, druga 18,6 % in tretja 11,3
% variance. K prvi komponenti sta najve¢ prispevali lastnosti barva jadra in masa 100
semen ter RIL4, RIL7, RIL9, RIL13, RIL27, RIL30, RIL35, RIL37, RIL53, RIL73, RIL82,
RIL83, RIL85 in RIL&9. K drugi komponenti sta najve¢ prispevali lastnosti §t. dni do
cvetenja in §t. semen na strok ter RIL25, RIL42, RIL59, RIL70, RIL74 in RIL90. K tretji
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komponenti pa sta najve¢ prispevali lastnosti velikost brakteole in §t. dni do strokov ter
RIL 1,9, 13, 24, 30, 31, 59, 70, 73, 74, 79, 86, 89 in 90.

Z istimi podatki iz poskusa na BF smo opravili tudi LDA, kjer smo podatke razvrstili glede
na barvo jadra. S postopkom lahko na podlagi ostalih izbranih lastnosti predvidimo barvo
jadra. Dve diskriminatorni funkciji, st. semen na strok in masa 100 semen, s p < 0,05 sta
bili statisticno razlicni pri 95% stopnji zaupanja. Prva komponenta je pokrivala 81,2 %
variacije, druga pa 18,9 % (Slika 20b).

a) b)
PCA LDA

] Barva jadra
1
2
2

Component 2

o

w

T

.

IS o

15 S o

B RRAREERLE S

1 1 |

BF_morf Masa 100 semen
=] (3]
=] =]
T
| 1

=)
T
|

-~
T

=
T
1

-2,3 0,3 1.7 37 57 ] 0,5 1 1,5 2 25 3
Compenent 1 BF_morf. 5t. semen na strok

Slika 20: Razvrstitev rastlin RIL s poskusa BF glede na morfoloSke parametre, s pomocjo metod PCA
(a) in LDA (b).

Figure 20: Arrangement of RILs from BF experiment according to morphological traits with PCA (a)
and LDA (b) methods.

Podatki iz poskusa na KIS so podali podobne rezultate. Iz podatkov 12 morfoloskih
lastnosti so prve tri komponente pojasnile 55 % variacije (Slika 21a). Prva komponenta je
pojasnjevala 24,4 %, druga 15,6 % in tretja 14,9 % variance. K prvi komponenti sta najve¢
prispevali lastnosti §t. dni do cvetenja in barva stebla ter RIL4, RIL9, RIL15, RIL25,
RIL27, RIL38, RIL53, RIL80, RIL83 in RIL&9. K drugi komponenti sta najve¢ prispevali
lastnosti §t. dni do cvetenja in velikost brakteole ter RIL5, RIL7, RIL13, RIL15, RIL21,
RIL38, RIL65, RIL69 in RIL91. K tretji komponenti pa sta najve¢ prispevali lastnosti tip
rasti in masa 100 semen ter RIL4, RIL27, RIL33, RIL35, RIL37, RIL58, RIL68, RIL70 in
RIL90.

Tudi pri KIS smo vse ostale podatke razvrstili glede na barvo jadra. Diskriminatorni
funkciji, $t. semen na strok in masa 100 semen, s p < 0,05 sta bili statisti¢no razli¢ni pri
95% stopnji zaupanja. Prva komponenta je pokrivala 89,4 % variacije, druga pa 10,6 %
(Slika 21b).
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Slika 21: Razvrstitev rastlin RIL s poskusa KIS glede na morfoloske parametre s pomocjo metod PCA
(a) in LDA (b).

Figure 21: Arrangement of RILs from KIS experiment according to morphological traits with PCA (a)
and LDA (b) methods.

4.2.2 Vrednotenje fizioloskih lastnosti

Za pridobitev podatkov o razlikah v fizioloskih lastnostih med RIL smo v poskusih na BF
in na KIS vrednotili fizioloske parametre, pri katerih sta se razlikovali starSevski liniji. Na
rastlinah RIL smo izmerili vodni potencial (VP), potencialno fotokemi¢no ucinkovitost
(FV'/Fm") in hitrost transporta elektronov (ETR). Rezultati povpre¢nih vrednosti s
standardno napako in statisticno znacilnimi razlikami med dnevi suse posamezne RIL, Ki
so oznacene z razli¢éno malo ¢rko, so prikazani v prilogi K. V povpre¢nih vrednostih VP,
Fv'/Fm' in ETR, v dolo¢enem dnevu suse, se rastline RIL niso razlikovale med seboj.

Za poskus v rastlinjaku na BF je statisti¢na analiza potrdila, da znacilnih razlik v vsebnosti
vode v substratu (VVS) med RIL ni bilo. Statisti¢no znacilne razlike so se pokazale v VVS
med dnevi suse (p < 0,05), v katerih smo izvajali meritve (Priloga L1). Stevilo dni v susi je
znacdilno vplivalo na spremembo vodnega potenciala (VP). Razlike se v VP med dnem pred
zacetkom suse in 10. dnem niso pokazale, medtem ko so bile pri vecini rastlin RIL med 0.
dnem in 23. dnem razlike statisti¢no znacilne (p < 0,5; 0,01; 0,001). Prav tako so bile pri
teh rastlinah RIL razlike tudi v VP med 10. in 23. dnem (p < 0,5; 0,01; 0,001), razen pri
rastlinah RIL19, RIL31, RIL54, RIL56, RIL59, RIL62, RIL63, RIL72, RIL73, RIL77 in
RIL78. Dnevi suse na VP pri RIL3, RIL5, RIL6, RIL8, RIL9, RIL16, RIL17, RIL20,
RIL22, RIL26, RIL27, RIL28, RIL34, RIL43, RIL44, RIL46, RIL48, RIL58, RIL61,
RIL64 in RIL71 niso vplivali.

Dnevi suse (0z. VVS) so prav tako vplivali na Fv/Fm' in ETR rastlin RIL v poskusu na BF
(Priloga M1 in N1). Znacilne razlike v Fv'/Fm' rastlin RIL med 0. in 10. dnem so bile le pri
RIL90 in RIL91 (p <0,01), kjer pa drugih razlik med dnevi suSe ni bilo. Ugotovili smo
razlike med 0. in 23. dnem (p < 0,001; pri RIL66 p < 0,05) ter med 10. in 23. dnem suse (p
< 0,001), pri rastlinah RIL10, RIL12, RIL13, RIL14, RIL15 in RIL66. Pri rastlinah RIL79
(p < 0,001), RIL86 (p <0,05) in RIL88 (p < 0,01) so bile razlike samo med 10. in 23.
dnem suse. Statisti¢no znacilne razlike v ETR med 0. in 10. (p < 0,01) ter 0. in 23. dnem
suse (p < 0,05) smo ugotovili pri RIL69, samo med 0. in 23. dnem suse (p < 0,05) pa pri
RIL79. Pri ostalih rastlinah RIL razlik med dnevi suse v ETR ni bilo.
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Tudi v poskusu v rastlinjaku na KIS znacilnih razlik v VVS med rastlinami RIL ni bilo.
Dnevi suSe so znacilno vplivali na VP v rastlinah RIL v poskusu na KIS (Priloga L2).
Rezultati so pokazali znalilne razlike v VP med 0. in 14. dnem pri vecini rastlin RIL
(p <0,5; 0,01; 0,001). Med 0. in 17. dnem suse (p < 0,001) vecinoma ni bilo znacilnih
razlik v VP, bile so le pri rastlinah RIL15, RIL22, RIL26 (p < 0,01), RIL89 in RIL90 (p <
0,05). Razlike v VP smo ugotovili pri rastlinah RIL2, RIL53, RIL82 in RIL85 s 95,0%
stopnjo zaupanja, pri RIL34, RIL65, RIL70, RIL77, RIL88 in RIL89 z 99,0% stopnjo
zaupanja ter pri RIL3, RIL9, RIL17, RIL24, RIL31, RIL39, RIL41, RIL55, RIL62, RIL80,
RIL83 in RIL84 z 99,9 % stopnjo zaupanja.

Pri merjenju fluorescence klorofila smo v vsakem dnevu suSe izmerili svetlobno jakost in
temperaturo lista. Dan pred suso je bila jakost svetlobe 52 + 1,8 uM PAR in temperatura
lista 31-37 °C, 10. dan 31 = 1,2 uM PAR in 21-25 °C ter 23. dan 28 £ 0,5 uM PAR in 26—
28 °C. Za razliko od poskusa na BF, so v poskusu na KIS dnevi suse moc¢no vplivali na
Fv/Fm' in ETR, saj lahko z le 0,01 % tveganjem trdimo, da so bile razlike med povpredji
teh dveh parametrov vseh RIL statisticno znacilne med vsemi dnevi suse (Priloga M2 in
N2). Na rezultate znacilno vplivajo tako rastline RIL (p < 0,05) kot tudi dnevi suse (p <
0,0001), prav tako so razlike med dnevi suse v FV/Fm' in ETR pri rastlinah RIL znacilno
razli¢ne. Razlike v Fv'/Fm’ rastlin RIL med 0. in 14. dnem (p < 0,5; 0,01; 0,001) so bile pri
rastlinah RIL6, RIL7, RIL9, RIL10, RIL13, RIL17, RIL19, RIL20, RIL21, RIL22, RIL27,
RIL28, RIL32, RIL35, RIL36, RIL37, RIL39, RIL43, RIL46, RIL55, RIL57, RILG63,
RIL71, RIL76, RIL80, RIL82, RIL84 in RIL86. Med 0. in 17. dnem suse so bile razlike v
FVv'/Fm’ pri rastlinah RIL68, RIL77 in RIL83 s 95,0% stopnjo zaupanja, pri RIL15, RIL22
in RIL26 z 99,0% stopnjo zaupanja in pri RIL9, RIL19, RIL43, RIL46 ter RIL84 z 99,9%
stopnjo zaupanja. Ugotovili smo tudi razlike med 14. in 17. dnem suse pri p < 0,05, pri
rastlinah RIL7, RIL28, RIL31, RIL35 in RIL55, in pri p < 0,01, pri rastlinah RIL21 in
RIL68. Znalilne razlike v ETR med dnevi suse so bile ugotovljene le pri nekaterih
rastlinah RIL. Med 0. in 4. dnem suse so bile razlike pri rastlinah RIL5, RIL24 in RIL61 s
95,0% stopnjo zaupanja, pri RIL21 in RIL79 z99,0 % stopnjo zaupanja in pri RIL25,
RIL68 ter RIL78 z 99,9% stopnjo zaupanja. Znacilne razlike v ETR med 0. in 17. dnem
suse v poskusu na KIS so se pokazale samo pri rastlinah RIL9 (p < 0,01), med 14. in 17.
dnem pa pri rastlinah RIL55, RIL68, RIL78, RIL79 pri p < 0,001.

4.2.3 Analiza z molekulskimi markerji

Rastline RIL smo od skupno 477 mikrosatelitov in 256 kombinacij AFLP, s katerimi smo
okarakterizirali starSevski liniji, testirali s 102 polimorfnima mikrosatelitoma in 27
polimorfnimi kombinacijami markerjev AFLP. Uspes$nost polimorfizmov mikrosatelitov in
markerjev AFLP je znaSala 17,6 %. Pri preverjanju ponavljivosti testa raznolikosti med
starSevskima linijama z ostalimi tipi molekulskih markerjev (ISSR, RAPD, delno
specifiéni, SRAP, RGA) nismo dobili pricakovanih produktov pomnozevanja, zato teh
nismo uporabili v analizi potomcev (RIL).
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4.3 GENSKO KARTIRANJE IN ANALIZA QTL
4.3.1 lzdelava vezane genske karte

Relativno pozicijo molekulskih in morfoloskih markerjev na vezanih skupinah navadnega
fizola smo dolocili z uporabo postopka genskega kartiranja. Z uporabo racunalniskega
programa JoinMap 4.0 in s podatki analize molekulskih markerjev smo pridobili vezano
gensko karto navadnega fizola. Karta je vsebovala 133 polimorfnih markerjev. Od tega je
bilo 27 markerjev AFLP, 102 mikrosatelita, 4 markerji so bili morfoloski. Segregacijski
odklon je bil pri 30 markerjih pri 95% stopnji zaupanja statisticno znacilno razlicen od
pricakovanega 1 : 1 razmerja, a smo jih kljub temu vkljucili v analizo vezanosti (Priloga
O). Z izbrano oceno neodvisnosti LOD = 3,5 smo pridobili markerje, razporejene v 21
vezanih skupin. Od tega je bilo 8 skupin, v Kkaterih je bil prisoten samo en marker. 26
markerjev je bilo nerazvrscenih. Nekatere med njimi, markerje, ki so bili sami v skupini, in
nekatere druge markerje smo ro¢no prestavili v vezano skupino, v katero so sodili po
literaturi in glede na markerje iz druge skupine, s katerimi so bili najbolj povezani. S tem
smo dobili 10 LG s 116 vezanimi markerji. Razdalje na genski karti smo izracunali s
funkcijo Kosambi, kon¢no karto pa smo preracunali z metodo najmanjsih kvadratov. Za
razvr$éanje parov markerjev smo uporabili mejne vrednosti ocene neodvisnosti z zacetkom
pri LOD = 3 in koncem pri LOD = 10 s korakom 1. Za vezavo markerjev smo uporabili
frekvenco rekombinacije, manjso od 0,4, in LOD, ve¢ji od 1,00. Markerje smo razvrstili v
dveh krogih, kjer smo z drugim krogom razvrstitev prvega kroga samo fiksirali. Kon¢no
karto sestavlja 10 LG (LG1, LG2, LG4, LG5, LG6, LG8, LG9, LG10, LGx1 in LGx2) s
105 vezanimi markerji (Preglednica 22). Od vseh markerjev, razvrs¢enih v vezane skupine,
je bilo 23 markerjev AFLP, 79 mikrosatelitov in 3 morfoloski markerji (Slika 22).

Zastopanost posamezne skupine z markerji je bila od 3 (LGx2) do 17 (LG2). Povpre¢no je
posamezna vezana skupina pokrita z 10,5 markerja. Skupna dolzina karte znasa 486,27

cM, kar je povprecno slabih 49 cM na vezano skupino. Skupine so dolge od 12,63 cM
(LGx2) do 102,28 cM (LG2). Povpreéna razdalja med markerji je 4,79 cM.

Preglednica 22: Prikaz $tevila markerjev AFLP, mikrosatelitov (SSR) in morfoloskih markerjev po
vezanih skupinah (LG), dolZine posamezne vezane skupine ter povprecne razdalje med markerji po
vezanih skupinah genske karte navadnega fiZola.

Table 22: Number of AFLP, microsatelites, and morpholohical markers and their average distances
per linkage group, and length of linkage groups of the common bean genetic map.

LG AFLP SSR  Morfoloski St. DolZina Povpr. razdalja med Povpr. razdalja

markerji markerjev LG (cM) markerji SSR (cM) med markerji
(cM)
LG1 0 6 0 6 41,85 6,98 6,98
LG2 4 13 0 17 102,28 7,87 6,02
LG4 1 4 0 5 36,01 9,00 7,20
LG5 3 12 0 15 56,51 471 3,77
LG6 4 7 0 11 29,16 3,65 2,65
LG8 2 10 0 12 53,14 4,83 4,43
LG9 5 5 0 10 51,40 10,28 5,14
LG10 2 14 0 16 74,70 5,34 4,67
LGx1 2 8 0 10 28,59 3,57 2,86
LGx2 0 0 3 3 12,63 0 4,21
Skupaj 23 79 3 105 486,27 5,62 4,79
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Slika 22: Vezana genska karta populacije RIL, potomcev krizanja sorte 'Tiber' x 'Starozagorski'.
Desno so podana imena AFLP, mikrosatelitov in morfoloskih markerjev z njihovimi razdaljami na levi strani
(cM).

Figure 22: Genetic linkage map of RIL population developed from the cross 'Tiber x Starozagorski
¢ern’. On the right side of chromosome AFLP, microsatelirtes and morphological markers are indicated with
their distances on the left side (cM).

4.3.2 Analiza QTL

Povezanost med kvantitativnimi lastnostmi fenotipom in genotipom smo dolocili s
pomocjo programa Windows QTL Cartographer. Od 133 molekulskih markerjev smo jih
kartirali 105 in povezali z 28 kvantitativnimi lastnostmi, pridobljenimi iz poskusa BF in
KIS (Slika 23).

Skupaj smo doloc¢ili 18 QTL, povezanih z 10 razliénimi kvantitativnimi lastnostmi
(LOD > 2) (Slika 23, Preglednica 23). Te lastnosti so st. dni do cvetenja — BF, $t. dni do
strokov — BF in KIS, §t. strokov na rastlino — BF, §t. semen na strok — BF, masa 100 semen
— BF, vodni potencial — kontrola — KIS, vodni potencial susa 2 — BF in KIS ter hitrost
prenosa elektronov — susa 1 — BF. Locirani so na petih razli¢nih vezanih skupinah, in sicer
LG1, LG2, LG5, LG6 in LGY. Od skupno 28 kvantitativnih lastnosti, 18 lastnostim: §t. dni
do cvetenja — KIS, st. strokov na rastlino — KIS, §t. semen na strok — KIS, masa 100 semen
— KIS, vodni potencial — kontrola — BF, vodni potencial — susa 1 — BF in KIS, elektronov —
kontrola — BF in KIS, hitrost prenosa elektronov — susa 1 — KIS, elektronov — susa 2 — BF
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in KIS ter lastnostim v povezavi s potencialno fotokemic¢no ucinkovitostjo (Fv'/Fm') nismo
mogli dolo¢iti QTL (LOD < 2). Na vseh petih LG so QTL povezani s $t. dni do cvetenja
in/ali §t. dni do strokov in/ali z lastnostmi povezanimi s pridelkom, na LG2, LG5 in LG6
pa tudi s fizioloskimi lastnostmi povezanimi s suSo. Vecina QTL je povezanih s podatki
kvantitativnih lastnosti iz samo enega poskusa (BF), QTL za s§t. dni do strokov in vodni
potencial pa so povezani s podatki iz obeh poskusov. Fenotipska varianca (R?) pojasnjena z
enim QTL variira od 8,1 % (SeStr-BF na LG9) do 40,2 % (M100Se-BF na LG1), LOD
vrednosti pa od 2,15 (DStr-KIS na LG6) do 13,09 (M100Se-BF na LG1) (Preglednica 23).

Na LG1 sta s QTL najbolj povezana mikrosatelitna markerja BMb83 in BMb1024. Zadnji
je QTL najblizji, od lastnosti DC-BF, DStr-BF, StrR-BF in M100Se-BF je oddaljen 2,34—
8,34 cM. BMDS83 je od naStetih QTL oddaljen 9,19-15,19 cM. Najve¢ fenotipske
variabilnosti je pojasnjene za lastnost M100Se-BF (40,2 %), najmanj pa za StrR-BF
(13,7 %).

Na najdaljsi, 102 cM dolgi LG2, sta kartirana dva QTL, in sicer DC-BF ter VP_S2-BF.
Prvemu je najblizje mikrosatelitni marker PvM100, ki je od QTL oddaljen za 0,92 cM.
Pojasnjene je 9,5 % fenotipske variabilnosti lastnosti. Fizioloska lastnost, vodni potencial,
merjen na BF, je povezana s tremi mikrosatelitnimi markerji (BM139, BM164 in BM172),
ki so tesno povezani, in so od QTL oddaljeni 0,54-0,59 cM. Pojasnjene je 22,3 %
fenotipske variabilnosti lastnosti.

Pet QTL je kartiranih na LG5 z lastnostmi DStr-KIS, StrR-BF, VP_S2-KIS in VP_K-KIS,
ki je povezana z dvema QTL. QTL DStr_KIS in enem od vrhov VP_K-KIS je najbolj
povezan molekulski marker AFLP_10-5 S330. Od njiju je oddaljen 1,69 cM in pojasni
142 % oz. 22,6 % fenotipske variabilnosti lastnosti. QTL StrR-BF je najblizje
mikrosatelitni marker BMb318 v razdalji 0,13 cM in pojasni 13,0 % fenotipske
variabilnosti lastnosti. Trije markerji ATA172, IAC88 in BMd53 so najbolj povezani s
QTL VP_S2-KIS v razdalji 0,1-0,9 cM. Pojasnjene je 12,3 % fenotipske variabilnosti
lastnosti.

Najkrajsa vezana skupina od petih LG s QTL, LG6 z dolZino 29 cM, ima locirana dva
QTL. Prvi je DStr-KIS, ki je vezan na mikrosatelitni marker Bmc238, s katerim je
pojasnjene 9,1 % fenotipske variabilnosti lastnosti. Drugi, s suso povezan QTL, je hitrost
prenosa elektronov v susi 1, merjeni na BF. QTL je povezan s petimi markerji, ki so tesno
povezani, in sicer SSR-IAC47, BMb182, AFLP_7-10_T170, AFLP_7-8_T210, AFLP_1-2,
oddaljenih 0,11-0,54 cM od QTL. Pojasnjene je 12,7 % fenotipske variabilnosti lastnosti.

Na LG9 je kartiranih pet QTL, od tega sta dva QTL za lastnost DStr_BF in za SeStr-BF.
Prvemu QTL DStr-BF in QTL SeStr_BF je najblizje vezan mikrosatelitni marker BM141 v
razdalji 0,37 cM, ki pojasni 15,4 % oz. 11,0 % fenotipske variabilnosti lastnosti. Drugemu
QTL obeh lastnosti je najblizje vezan marker AFLP_10-11_T150 v razdalji 1,17 cM oz.
0,17 cM, ki pojasni 11,2 % oz. 8,1 % fenotipske variabilnosti lastnosti. Na LG9 je lociran
tudi QTL lastnosti M100Se-BF, ki je vezan z markerjem AFLP_10-11 T150 v razdalji
0,17 cM, in pojasni 8,2 % fenotipske variabilnosti lastnosti.
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Slika 23: Graf prikazuje povezanost 28 kvantitativnih lastnosti z molekulskimi markerji na 10 vezanih skupinah. QTL so vrhovi pri LOD > 2. DC — &t. dni do
cvetenja, DStr — §t. dni do pojava strokov, StrR — §t. strokov na rastlino, SeStr — §t. semen na strok, M100Se — masa 100 semen, VP — vodni potencial, Fv'/Fm' —
potencialna fotokemiéna uéinkovitost, ETR — hitrost transporta elektronov, BF — poskus na Biotehniski fakulteti, KIS — poskus na Kmetijskem institutu Slovenije, K —
kontrolne rastline, S1/S2/S3 — rastline v susi 1/2/3.

Figure 23: Graf is showing 28 quantitative traits liked with molecular markers on 10 linkage groups. QTLs are picks at LOD > 2. DC — days to flowering, DStr —
days to pods, StrR — pods per plant, SeStr — seeds per pods, M100Se —100 seed mas, VP — water potential, Fv'/Fm’- potential photochemical efficiency, ETR — electron
transport rate, BF- experiment at Biotechnical faculty, KIS — experiment at Agricultural institute of Slovenia, K — control plants, S1/S2/S3 — plants in drought 1/2/3.
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Preglednica 23: QTL petih kvantitativnih lastnosti rastlin RIL, potomcev sorte 'Tiber' x 'Starozagorski ¢ern’ pred suso (K) in v dveh ¢asovnih stopnjah suse
(S1, S2): iz poskusov na BF ter KIS.
Table 23: QTLs of five quantitative traits of RILs from 'Tiber' x 'Starozagorski' before drought (K) and at two stages of drought of experiments at BF and KIS.

QTL — Informacije Mejne pozicije (cM) Pozicija markerja (cM)
Pozicija Aditivni | Domin. LOD1 | LOD1 | LOD2 | LOD2
Lastnost | LG (cM) LOD efekt efekt R? L R L _R | Position 1L 1R 2 L 2 R
BMb83
(22,82),
BMb1024 BMb83 BMb1024 BMb83 BMb102
DC-BF |LG1| 32,01 | 2,780 | -18,6203 0 0,159 | 29,1 39 21 39 | (40,35) (22,82) (40,35) (22,82) 4 (40,35)
PVBR25
(75,11),
PVBR25 GATS91
(75,11), (79,33),
PvM100 BM142 GATS91 BM142 BM236
DC-BF |LG2| 73,01 | 2,471 | 14,2583 0 0,095 | 60,2 | 78,3 53 84,5 |(73,93) (53,97) (79,33) (53,97) (85,17)
BMb1024 |BMb83 BMb1024 |BMb83 BMb102
DStr-BF | LG1 | 38,01 | 7,016 | -34,0616 0 0,269 | 31,8 39 29 39 |(40,35) (22,82) (40,35) (22,82) 4 (40,35)
BM141 BM141
(10,64), (10,64),
AFLP_10- |AFLP_7- AFLP_10- | AFLP_7-
BM141 8 T160 6_T230 8 T160 6_T230
DStr-BF | LG9 | 11,01 | 4,921 | 25,7714 0 0,154 | 4,6 13,9 2,5 14 | (10,64) (0,00) (15,01) (0,00 (15,01)
AFLP_10- |AFLP_7- AFLP_7-
11 T150 6 _T230 BM202 6 _T230 BM202
DStr-BF | LG9 | 18,01 | 3,570 | 22,2646 0 0,112 15 20,4 15 21,7 |(19,18) (15,01) (23,08) (15,01) (23,08)

Se nadaljuje.
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Nadaljevanje preglednice 23.

QTL — Informacije Mejne pozicije (cM) Pozicija markerja (cM)
Pozicija Aditivni | Domin. LOD1 | LOD1 | LOD2 | LOD2
Lastnost | LG (cM) LOD efekt efekt R? L R L _R | Position 1L 1R 2 L 2 R
AFLP_10- SSR-
5 S330 BMb318 SSR-IAC10 |BMb318 |IAC10
DStr-KIS | LG5 | 37,01 | 2,243 | -12,9188 0 0,142 35 45,9 35 52,4 |(35,32) (34,14) (56,51) (34,14) (56,51)
BM187
(10,17),
Bmc238 Bmc238 BMb519 Bmc238 BMb341
DStr-KIS | LG6| 0,01 | 2,152 | -8,8008 0 0,091 0 14,9 0 22,6 |(0,00) (0,00) (19,59) (0,00) (22,89)
BMb1024 BMb83 BMb1024 BMb83 BMb102
StrR-BF | LG1| 37,01 | 2,890 | -0,1881 0 0,137 | 28,4 39 23,6 39 | (40,35) (22,82) (40,35) (22,82) 4 (40,35)
BMd53
(33,91),
IAC88
(33,14),
ATA172 AFLP_10-
(32,91), 5 S330 AFLP_1
AFLP_9- (35,32), 0-
BMb318 5 S360 SSR-IAC10 | BM138 5 S330
StrR-BF | LG5 | 34,01 | 3,724 | -0,1892 0 0,130 | 31,9 | 423 29 36,9 |(34,14) (32,61) (56,51) (29,89) (35,32)
BM141
(10,64),
AFLP_10- |AFLP_7- |AFLP_10- |AFLP 7-
BM141 8 T160 6 _T230 8_T160 6_T230
SeStr-BF | LG9 | 11,01 | 3,553 | 13,6241 0 0,110 | 31 13,9 0,3 15 |(10,64) (0,00) (15,01) (0,00) (15,01)

97

Se nadaljuje.




Zupin, M. Odziv navadnega fizola (Phaseolus vulgaris L.) na susni stres: kvantitativno Kartiranje lokusov.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2017.

Nadaljevanje preglednice 23.

QTL — Informacije Mejne pozicije (cM) Pozicija markerja (cM)
Pozicija Aditivni | Domin. LOD1 | LOD1 | LOD2 | LOD2
Lastnost | LG (cM) LOD efekt efekt R? L R L _R | Position 1L 1R 2 L 2 R
AFLP_10- |AFLP_7- AFLP_7-
11 T150 6_T230 BM202 6_T230 BM202
SeStr-BF | LG9 | 19,01 | 2,979 | 11,9187 0 0,081 | 173 | 22,1 15 22,6 ](19,18) (15,01) (23,08) (15,01) (23,08)
M100Se- BMb1024 |BMb83 BMb1024 | BMb83 BMb102
BF LG1 | 37,01 | 13,090 | -183,8722 0 0,402 | 32,7 39 30,7 39 |(40,35) (22,82) (40,35) (22,82) 4 (40,35)
AFLP_10- |AFLP_7-
M100Se- 11 T150 6_T230 BM202 BM141 BM202
BF LG9 | 19,01 | 4,326 | 80,0783 0 0,082 | 157 21 11,1 22 |(19,18) (15,01) (23,08) (10,64) (23,08)
AFLP_10-
5 S260 PvMO018 BM175 PvMO018 BM175
VP-K-KIS | LG5 | 19,01 | 2,332 -0,745 0 0,098 | 179 | 215 172 | 22,8 |(19,13) (17,49) (23,52) (17,49) (23,52)
AFLP_10- SSR-
5 S330 BMb318 SSR-IAC10 | BMb318 |IAC10
VP-K-KIS | LG5 | 37,01 | 3,855 1,0305 0 0,226 34 42,8 34 45,8 |(35,32) (34,14) (56,51) (34,14) (56,51)
BM172 BM172 BM172
(22,60), (22,60), (22,60),
BM164 BM164 BM164
(22,59), (22,59), (22,59),
BM139 BM139 BM237 BM139 BM237
VP_S2-BF | LG2 | 22,01 | 5527 | -0,3254 0 0,223 | 15,9 23 11,9 24 |(22,55) (22,55) (24,05) (22,55) (24,05)
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Nadaljevanje preglednice 23.

QTL — Informacije Mejne pozicije (cM) Pozicija markerja (cM)
Pozicija Aditivni | Domin. LOD1 | LOD1 | LOD2 | LOD2
Lastnost | LG (cM) LOD efekt efekt R? L R L _R | Position 1L 1R 2 L 2 R
AFLP_1
ATA172 0-
(32,91), BM138 AFLP_10- |BM138 5 S330
IAC88 (29,89), 5_S330 (29,89), (35,32),
(33,14), AFLP 9-  |(35,32), AFLP_9- |SSR-
VP_S2- BMd53 5 S360 SSR-IAC10 | 5_S360 IAC10
KIS LG5 | 33,01 | 2,495 | 0,3526 0 0,123 | 30,9 | 447 29 54 |(33,91) (32,61) (56,51) (32,61) (56,51)
SSR-1ACA47
(23,90),
BMb182
(23,92),
AFLP_7-
10_T170
(23,93),
AFLP_7-
8 T210
(23,94), AFLP_6- AFLP_6-
ETR_S1- AFLP_1-2 |BMb341 7_S460 BMb519 | 7_S460
BF LG6 | 24,01 | 2,634 | 5,8906 0 0,127 | 215 26 16 26 | (24,55) (22,89) (26,56) (19,59) (26,56)
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI
5.1 RAZPRAVA

Zaradi velike vsebnosti zaloznih proteinov, visoke energijske vrednosti, vsebnosti vlaknin
in vitaminov ter mineralov, je navadni fizol najpomembnejsa zrnata stro¢nica za prehrano
ljudi (CGIAR, 2016). Sus$ni stres mo¢no vpliva na rast in razvoj rastlin navadnega fizola,
kar vodi do zmanj$anja koli¢ine in kakovosti pridelka, pri hudi susi pa celo do izpada
pridelka. Navadni fizol je obcutljiv na suso. Vec kot polovico se ga prideluje na povrsinah,
kjer primanjkuje oskrbe z vodo, zato je poznavanje mehanizmov, s katerimi se rastlina
odziva na susni stres, predpogoj za uspesno zlahtniteljsko delo.

Toleranca na susni stres je poligenska lastnost, zato smo proucevali odziv navadnega fizola
na razli¢nih ravneh. Rastline navadnega fizola smo vrednotili z morfoloskimi, fenoloskimi
in fizioloskimi parametri ter genetskimi in osnovnimi biokemijskimi analizami. Z zbranimi
rezultati odziva navadnega fizola na suSni stres smo zeleli pridobiti ¢im ve¢ razli¢nih
markerjev za izdelavo genske karte. Z analizo QTL smo zeleli identificirati informativne
markerje, ki so povezani z odzivom na susni stres in ki bodo sluzili kot kriterij, uporaben
pri selekciji tolerantnosti navadnega fizola na suso.

5.1.1 Vrednotenje lastnosti populacije za kartiranje

Populacijo za kartiranje QTL (RIL) smo pridobili s krizanjem starSevskih linij navadnega
fizola, ki imata razli¢no toleranco na susni stres na podlagi rezultatov predhodnih raziskav
o odzivu razli¢nih genotipov navadnega fizola. Sorta 'Tiber' se je izkazala kot najbolj
tolerantna na suso, saj so Hieng in sod. (2004) ugotovili kasnej$i in najmanjsi padec
vodnega potenciala ter najve¢jo integriteto celicne membrane po tretiranju s PEG v
primerjavi s sortama 'Zorin' in 'Starozagorski'. Ugotovili so tudi, da se je sorta
‘Starozagorski' izkazala kot najmanj tolerantna na suso, saj se je na suSo najhitreje odzvala
z najvecjim padcem vodnega potenciala in najmanjSo integriteto membrane po tretiranju s
PEG v primerjavi s sortama 'Zorin' in 'Tiber'. Razinger in sod. (2010) so ugotovili, da se
sorta' Tiber' s potencialno fotokemi¢no uéinkovitostjo odzove na suso kasneje kot sorta
‘Starozagorski'. Na sorti 'Tiber' in 'Starozagorski' so znane tudi druge raziskave v
povezavi z odzivom rastlin na susni stres na podro¢ju aktivnosti proteaz (Hieng in sod.,
2004; Budi¢, 2009), diferencialnem izrazanju genov V listih (Kavar in sod., 2008) in na
ravni proteinov (Zadraznik in sod., 2013).

V predhodnih raziskavah so s krizanjem sort 'Tiber' in 'Starozagorski' ter z metodo
»selekcije posameznega semena« pridobili 82 rekombinantnih inbridiranih linij Fg-
generacije (Zupin in sod., 2014; Sustar-Vozli¢ in sod., 2015). Z namenom vrednotiti
lastnosti rastlin RIL za pridobitev dovolj razliénih podatkov za gensko Kartiranje in analizo
QTL smo najprej okarakterizirali starSevski liniji z razliénimi morfoloskimi, fenoloskimi in
fizioloskimi parametri, jih vrednotili s koli¢ino pridelka in podatki genetskih analiz z
razlicnimi molekulskimi markerji ter analiz izraZanja genov akvaporinov in proteaz.
Rastline RIL smo vrednotili z lastnostmi, v katerih sta se razlikovali starSevski liniji.
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Poskuse s starSevskimi linijami smo izvedli v rastni komori na Institutu »Jozef Stefan« (IJS
1, IJS 2) in v rastlinjaku na Biotehniski fakulteti v Ljubljani (BFs), v kontroliranih
razmerah. Rastline smo po treh tednih rasti izpostavili susi tako, da smo jih prenehali
zalivati. Kontrolne rastline smo skozi celoten poskus zalivali do 70 vol% vode v substratu.
dan pred suso (S0) in v treh razli¢nih stopnjah suse (S1, S2, S3), glede na vodni potencial
rastlin. Rastline, namenjene rehidraciji (RE), smo na dan tretje meritve ponovno zalili in
jim na dan Cetrte meritve izmerili omenjene parametre ter jih vzor¢ili. Vsa obravnavanja so
bila v treh ponovitvah. Merjenje in vzorcenje smo izvedli na tretjem popolnoma razvitem
sestavljenem listu rastlin. Morfoloske in fenoloSke lastnosti smo spremljali skozi celoten
poskus.

Poskuse z rastlinami RIL smo izvedli v rastlinjaku na Kmetijskem institutu Slovenije (KIS)
in v rastlinjaku na Biotehniski fakulteti v Ljubljani (BF). Enako kot starSevske linije smo
rastline RIL po treh tednih rasti izpostavili susi tako, da smo jih prenehali zalivati.
Fizioloske meritve smo opravili dan pred suSo in v dveh razli¢nih stopnjah suse (S1, S2).
Merjenje smo izvedli na tretjem popolnoma razvitem sestavljenem listu rastlin. Morfoloske
in fenoloske lastnosti smo spremljali skozi celoten poskus. Po zadnjem dnevu merjenja
smo rastline ponovno zalili in vrednotili pridelek.

5.1.1.1 Vrednotenje z morfoloskimi in fenoloskimi parametri ter koli¢ino pridelka

Skozi celo rastno dobo rastlin starSevskih linij smo ovrednotili skupaj 15 razli¢ic petih
morfoloskih znakov in 5 numeri¢nih lastnosti v poskusih na KIS ter BF. Po zbranih
podatkih smo ugotovili, da se sorti ‘Tiber" in 'Starozagorski' razlikujeta v 10 lastnostih: v
Stevilu dni do cvetenja in zasnove strokov, barvi semen, barvi jadra, barvi stebla, barvi
svezega stroka, tipu rasti, Stevilu strokov na rastlino, Stevilu semen na strok in masi 100
semen. Sorta ‘Tiber' je v povprecju zacvetela dva dni prej kot sorta 'Starozagorski', vendar
na to ni vplivala suSa, saj razlik med kontrolnimi in su$§nimi rastlinami pri obeh starSevskih
linijjah ni bilo. Razlik v Stevilu dni do cvetenja v poskusu na BF ni bilo (podatki niso
prikazani). SuSa v raziskavi Acosta-Diaz in sod. (2009) prav tako ni povzrodila razlik v
Stevilu dni do cvetenja med osmimi genotipi navadnega fiZzola z razli¢no toleranco na susni
stres. Znacilne razlike so se pokazale med genotipi v Stevilu dni do zrelosti strokov in
celotni dolzini reproduktivne faze. Znalilne razlike med najveckrat uporabljenima
starSevskima linijama srednjeameriskega genskega sklada v genskih raziskavah navadnega
fizola, 'BATA77", ki velja za vir na suso tolerantnih genov, in 'DOR364', sorta z majhnimi
rdece obarvanimi semeni, so se pokazale pri §t. dni do cvetenja in §t. dni do zrelosti v treh
sezonah (Blair in sod., 2012). Podobno poroc¢ajo tudi o znacilnih razlikah med sortama v
vseh treh sezonah v koli¢ini pridelka, koli€ini pridelka na dan in masi semen.

Za vrednotenje 82 RIL smo uporabili morfoloske lastnosti, pri katerih sta se razlikovali
starSevski liniji, in podatke o Stevilu dni do cvetenja, do zasnove strokov, ter vrednotili
pridelek. Ugotovili smo, da se rastline RIL razlikujejo tudi v nekaterih lastnostih, ki niso
bile opazne pri starSevskih linijah in to sta zilnatost jadra in velikost brakteole. Vecina RIL
(80 %) ni imela zilnatega cvetnega jadra, pri kar 20 % RIL pa smo opazili Zilnatost jadra,
cetudi tega nismo zaznali pri nobeni od starSevskih linij. Podobno smo pri 18,8 % RIL
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dolo¢ili majhno velikost brakteole, 51,3 % RIL je imela srednje veliko in 20 % veliko
brakteolo, medtem ko smo velikost brakteole pri obeh starSevskih linijah dolocili za
majhno. Skoraj polovica RIL (47,5 %) je imela belo obarvano jadro, kot sorta 'Tiber’,
tretjina (33,8 %) roza, 18,8 % RIL pa je imelo vijoli¢no obarvano jadro, kot jih ima sorta
‘Starozagorski'. Pri barvi stebla in stroka je prevladovala zelena (80 % in 92,5 % RIL), le
20 % oz. 8,8 % RIL je imelo na steblu oz. stroku vijolicne proge. Pri 10 % RIL smo
zaznali tudi tip rasti I, ki ga pri starSevskih linijah nismo dolo¢ili. 25 % RIL je imelo
neomejeno pokon¢no grmicasto obliko rasti kot sorta 'Starozagorski', dve tretjini pa jih je
imelo neomejeno polplezalno obliko rasti kot sorta "Tiber'. Osnovna barva semena vec¢ kot
polovice (52 %) RIL je bila bela kot pri sorti ‘Tiber’, in 17,5 % RIL ¢rna, kot pri sorti
'Starozagorski'. Cetrtina semen je bila pisanih, 5 % pa rjavih. Med morfoloskimi znaki, ki
oznacujejo barvo rastlinskega organa, Smo v obeh poskusih izracunali statistiéno znacilno
korelacijo.

Z osnovno statistiko smo ovrednotili numeri¢na fenoloska znaka in parametre, ki odrazajo
koli¢ino pridelka (8t. strokov na rastlino, §t. semen na strok, masa 100 semen), in rezultate
primerjali med poskusoma na BF ter KIS. Stevilo dni do cvetenja se je med poskusoma
povprecno razlikovalo za 13 dni, med Stevilom dni do strokov pa je bila 22-dnevna razlika.
Variabilnost, ki je sorazmerna s koeficientom variacije, je znasala pri obeh lastnostih in
poskusih 1-2 %. Izracunali smo statisti¢no znacilno korelacijo med $t. dni do cvetenja in
St. dni do strokov, saj se z zgodnostjo 0z. zamikom cvetenja spremeni tudi §t. dni do pojava
strokov. Najvecjo variabilnost (5,47-5,75 %) smo izmerili za maso 100 semen, kar kaze na
to, da koli¢ina pridelka moc¢no izraza vpliv razli¢nih dejavnikov okolja na rastline. V
poskusu na BF je bila razlika med minimalno in maksimalno maso 100 semen kar 48 g, pri
KIS, kjer je bil povprecno za priblizno 7 g vecji pridelek semen kot na BF, pa je bila
razlika med minimalno in maksimalno maso 100 semen priblizno 36 g. Variabilnost §t.
strokov na rastlino in §t. semen na strok je znaSala 0,34-0,98 (BF) oz. 0,45-0,47 (KIS).
Analiza korelacije med lastnostmi je pokazala, da sta zadnji lastnosti v poskusu BF v
korelaciji s §t. dni do strokov, masa 100 semen pa je v korelaciji z barvo jadra, stroka in
semena, kar pomeni, da se te lastnosti v genomu navadnega fizola nahajajo dovolj blizu, da
se lahko tudi dedujejo skupaj.

Razlike med numeri¢nimi lastnostmi med poskusoma na BF in KIS so v veliki meri odraz
previsokih temperatur, v ¢asu cvetenja rastlin poskusa na BF. V ¢asu cvetenja leta 2013, so
dnevne temperature presegle 30 °C (Priloga P1), kar je povzrodilo, da je temperatura v
rastlinjaku BF narasla na od 30 do 40 °C (podatki niso prikazani). Zaradi tezav s hlajenjem
v rastlinjaku so rastline fizola, ki so prav tako kot na su$o obcutljive tudi na visoke
temperature, odvrgle cvetove. Mlajsi cvetovi so nato zasnovali stroke 13 dni kasneje kot v
poskusu na KIS, Kjer so bile temperature optimalne. Za primerjavo so v prilogah P2 in P3
prikazani vremenski podatki agrometeoroloSke postaje KIS2 in Ljubljana Bezigrad za Cas
poskusa leta 2014. Nekaterim rastlinam so zaradi previsokih temperatur v ¢asu poskusa na
BF odpadli vsi cvetovi, zato ni prislo do zasnove strokov in posledi¢no ni bilo mogoce
vrednotiti pridelka. Brez pridelka so ostale rastline sorte 'Starozagorski’ v susi, mo¢no pa
so bile prizadete tudi kontrolne rastline, kar kaze na to, da vzrok ni bila susa, ampak drug
stresni dejavnik, v tem primeru previsoke temperature. Interakcije dolocenega stresa z
drugimi dejavniki v okolju, predvsem drugimi stresnimi dejavniki, otezijo selekcijo
tolerance na stres (Beebe in sod., 2013a; Yang in sod., 2013). Susa je pogosto v interakciji
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z visokimi temperaturami ali s slabo rodovitnostjo tal, ki ovira razvoj korenin (Aratjo in
sod., 2015). Kombinacija suSe, visokih temperatur (povprecna dnevna maksimalna
temperatura 38 °C) in dolzina dneva (14 h svetlobe) je v raziskavi Ruiz-Nieto in sod.
(2015) povzrocila omejeno produkcijo semen.

Zanimiv rezultat smo dobili s Fisher-jevim testom najmanjsih znacilnih razlik, kjer smo
razporedili RIL v homogene skupine glede na barvo semen in izracunali statisticne razlike
med njimi v numeri¢nih lastnostih. V poskusu na BF smo ugotovili statisticno znacilne
razlike med povprec¢ji mase 100 semen rastlin z belimi in pisanimi semeni ter med belimi
in ¢rnimi semeni. Med skupinama z belimi in ¢rnimi semeni, so bile statisti¢ne razlike tudi
v §t. semen na strok. V poskusu na KIS so bile znacilne razlike v §t. semen na strok med
skupinama RIL z belo in pisano ter pisano in ¢rno barvo semen. Rezultati kazejo na
povezanost lastnosti barve semen s koli¢ino pridelka, kar smo ugotovili tudi s testom
korelacije. Z namenom ugotoviti, ali se glede na barvo rastlinskega organa v rastlinah RIL
oblikujejo skupine na podlagi ostalih skupno 12 morfoloskih in fenoloskih lastnosti ter
parametri pridelka, smo naredili linearno diskriminantno analizo (LDA). Rastline RIL smo
razporedili glede na barvo jadra, a analiza ni pokazala nobenih definiranih skupin, ki bi
nam dale okvir za doloCanje lastnosti rastlin na podlagi barve jadra. Prav tako tudi z
analizo glavnih komponent (PCA) nismo dolocili nobenih definiranih skupin rastlin RIL.
Pri poskusu na BF in KIS so pri analizi PCA prve tri komponente pojasnjevale 53-55 %
variabilnosti. Pri 95% stopnji zaupanja sta bili diskriminatorni funkciji, §t. semen na strok
in masa 100 semen s pomocjo analize LDA znacilno razli¢ni.

5.1.1.2 Vrednotenje s fizioloSkimi parametri

Statisticno znacilna razlika se je v naSem poskusu med kontrolnimi rastlinami in rastlinami
v susi pri sorti 'Starozagorski' pokazala ze v Cetrtem dnevu od prenehanja zalivanja
(VP =-0,77 £ 0,07 MPa), za razliko od sorte 'Tiber’, ki v blagi susi ni kazala nobenih
znakov stresa (VP =-0,46 = 0,06 MPa). Na susni stres se je sorta 'Tiber' zacela odzivati
Sele kasneje. Statisticno znalilno razlicno vsebnost vode Vv substratu smo izmerili v
sedmem dnevu (S2). V mocnejsi susi, ko je vsebnost vode v substratu padla pod 25 vol%,
ni bilo razlik v vodnem statusu rastlin obeh sort (Slika 12, Priloga E). Hieng in sod. (2004)
so odziv na sus$ni stres bolj tolerantne sorte 'Tiber' prav tako zabelezili kasneje, v Sestem
dnevu suse, kjer je bil vodni potencial rastlin priblizno -1,25 MPa, medtem ko sta se sorti
‘Starozagorski' in "Zorin' znacilno odzvali na suSo Ze v Cetrtem dnevu (VP = -1,24 + 0,08
in-1,19 + 0,06 MPa).

Rastline navadnega fizola so se na pomanjkanje vode odzvale z zapiranjem listnih rez, kar
se je odrazalo v mo¢no zmanjsani prevodnosti listnih rez in manjsi transpiraciji. Ta uéinek
smo pri manj tolerantni sorti zaznali v ¢etrtem dnevu suse, pri bolj tolerantni sorti pa v
sedmem dnevu suSe. Razlike med starSevskima linijjama niso bile statisticno znacilne.
Podobno so pokazali rezultati netofotosinteze. Zmanjsanje prevodnosti listnih rez je bilo
pricakovano, saj je izogib susi eden od glavnih odzivov rastlin na pomanjkanje vode
(Rosales in sod., 2012). Odprte listne reze povzrocajo izhlapevanje vode iz listov v
atmosfero, poleg tega pa istoCasno omogocajo prehod CO, do fotosinteznega aparata.
Zvisanje osmotskega potenciala ali zmanjSanje potenciala vlage v zraku povzroci zapiranje
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listnih rez, s ¢imer rastlina omeji izgubo vode. Omejitev prevodnosti listnih rez vodi do
zmanjSanja koli¢ine CO,, ki se asimilira v liste, kar povzro¢i zmanj$anje delovanja
netofotosinteze (Yordanov in sod., 2003).

Merjenje fluorescence klorofila (Fv'/Fm') je Siroko uporabljena metoda za ugotavljanje
delovanja fotosinteznega aparata in dobro orodje za proucevanje odziva rastlin na okoljske
stresne dejavnike (Terzi in sod., 2010). Cornic in Briantais (1991) prikazujeta so¢asno
zmanj$anje stopnje fotosintezne izmenjave plinov in razmerja Fv'/Fm' pri navadnem fizolu
v susnem stresu. Rezultati Santosa in sod. (2009) so pokazali, da zmerna suSa ni pospesila
foto-inhibicije, saj so tako rastline v susi kot kontrolne rastline navadnega fizola pokazale
fotokemiéno ucinkovitost, ve¢jo od 0,725, tudi po desetih dneh suse. V desetem dnevu
suse (maksimalna susa) so rastline genotipa A320 in A222 imele visji VP (-0,35 in -0,50
MPa) v primerjavi z rastlinami genotipa 'BAT477', Carioca’ in 'Ouro Negro' (-0,67 — -
0,77 MPa) (Santos in sod., 2009). Podobno se fotokemi¢na ucinkovitost sorte 'Tiber' in
‘Starozagorski® do sedmega dne suse, ko so ostali parametri pokazali mo¢an odziv rastlin
na su$o, ni bistveno spremenila, saj sedmi dan povprecna vrednost pri obeh starSevskih
linijah, pri VP = -0,93 + 0,18 MPa pri sorti ‘Tiber’ in VP = -1,62 £+ 0,17 MPa pri sorti
‘Starozagorski', ni padla pod 0,7.

Ucinkovitost izrabe vode (WUE) je s fizioloskega vidika definirana kot razmerje med
biomaso in/ali produkcijo semen na koli¢ino porabljene vode. WUE je vecja, Ce je
povecana asimilacija ogljika pri enaki stopnji transpiracije oziroma z zmanj$anjem stopnje
transpiracije pri enaki asimilaciji ogljika (Yoo in sod., 2009). Velika WUE lahko bistveno
pripomore k produktivnosti rastlin v su$i. V pogojih z omejeno koli¢ino vode
produktivnost ni samo zmanjSana, ampak je zaradi ohranjanja stopnje produktivnosti
koli¢ina porabljene vode vecja (Ruiz-Nieto in sod., 2015). V naSem poskusu v zacetni susi
(VVS = 30 vol%) razlik v WUE med kontrolnimi rastlinami in rastlinami v susi ni bilo.
Prav tako ni bilo razlik med starSevskima linijama. Znacilne razlike smo ugotovili med
kontrolnimi rastlinami in rastlinami v susi obeh starSevskih linij ter tudi med njima v
mocnejsi susi (VP < -1,0), kjer je vrednost WUE padla pod ni¢lo. Negativna vrednost
WUE kaZe na vecjo transpiracijo rastlin od netofotosinteze, kar pomeni, da je bila poraba
vode v rastlinah vecja, kot asimilacija ogljika.

5.1.1.3 Analiza z molekulskimi markerji

Znano je, da je polimorfnost molekulskih markerjev pri populaciji krizancev istega
genskega sklada lahko zelo majhna (Blair in sod., 2012). V nasi raziskavi smo izbrani
starSevski liniji ovrednotili z razlicnimi tipi molekulskih markerjev, in sicer SRAP, RGAP,
RAPD, ISSR, delno specifi¢cnimi markerji, AFLP in mikrosateliti. Z uporabo razli¢nih
molekulskih markerjev smo zeleli pridobiti ¢im bolj enakomerno pokritost genske karte
navadnega fizola krizancev dveh starSevskih linij, ki sta si genetsko zelo sorodna, saj po
Marasu (2007) oba sodita v andski genski sklad.

Pri vrednotenju sort 'Tiber' in 'Starozagorski’ smo najmanj polimorfizmov dobili pri

uporabi markerjev AFLP, delez polimorfnih kombinacij je znasal 10,5 %. Povpreéno smo
na eno kombinacijo dobili 0,11 polimorfnih alelov, kar je zelo malo. Blair in sod. (2012) so
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z uporabo AFLP pridobili 3,1 polimorfnih alelov, kar je v primerjavi z raziskavo, Kjer so
prav tako uporabili populacijo krizancev srednjeameriskega genskega sklada, Mufioz in
sod. (2004) (do 8,8), se vedno malo, a podobno raziskavi Cichy in sod. (2009) s populacijo
andskega izvora (2,2). Markerji AFLP so bili bolj polimorfni v primeru populacije krizanja
med genskima skladoma kot znotraj istega genskega sklada (Beebe in sod., 2001).

Od Sestih testiranih kombinacij markerjev RAPD smo dobili eno polimorfno. Znane so
raziskave populacij znotraj genskega sklada, kjer je polimorfnosti markerjev RAPD slaba
(Beebe in sod., 2000; Blair in sod., 2012). Marotti in sod. (2007) so pri analizi genetske
raznolikosti 16 genotipov navadnega fizola italijanskega obmocja v primerjavi s
komercialnimi sortami dolo¢ili 69 % polimorfnost markerjev RAPD, kar pa je manj kot pri
ISSR (85 %) in delno specifi¢nih (90 %) markerjih. Pri zadnjih smo v naSem poskusu od 7
testiranih kombinacij dobili 4 polimorfne, kar predstavlja 57% deleZ polimorfnosti. ISSR
so se med vsemi tipi molekulskih markerjev, ki smo jih uporabili v nasi analizi, izkazali za
najbolj polimorfne, s kar 80 % delezem polimorfnosti.

Markerji RGAP in SRAP so od testiranih 68 in 64 kombinacij doprinesli vsak po 26
polimorfnih. Se enkrat vedji delez (66 %) polimorfnosti so objavili Mutlu in sod. (2006), ki
so degenerativne zacetne oligonukleotide naredili iz ohranjene domene kinaza-la
(GVGKTT) in hidrofobne domene (GLPLAL) znanega NBS-LRR (angl. nucleotide
binding sites - leucine rich repeats) tipa odpornostnih (R) genov in iz EST podatkovnih
baz. Manjsi delez polimorfnosti kodominantnih markerjev SRAP (20 %) je bil v raziskavi
na zelju (Li in Quiros, 2001). Ceylan in sod. (2014) so pri raziskavi genetske raznolikosti
turSkega fizola z markerji SRAP pridobili visoko, 64% polimorfnost.

V raziskavah navadnega fizola je bilo razvitih veliko Stevilo mikrosatelitnih markerjev,
tako iz srednjeameriSkega kot tudi iz andskega genskega sklada, in veliko jih je bilo
uporabljenih v genskem kartiranju (Blair in sod., 2003, 2011, 2012; Ochoa in sod., 2006;
Grisi in sod., 2007; Cordoba in sod., 2010a, b). Od velikega Stevila testiranih
mikrosatelitov (477) je bil deleZ vseh dobljenih polimorfnih kombinacij v nas$i raziskavi
21,4%, kar je dvakrat toliko kot porocajo Blair in sod. (2011, 2012). DeleZ polimorfizma je
variiral glede na vir oligonukleotidov. Ve¢jo polimorfnost mikrosatelitnih markerjev (22—
36,96 %) smo dobili iz virov Métais in sod. (2002), Gaitan-Soils in sod. (2002),
Buchimano in sod. (2007), Hanai in sod. (2010), Buso in sod. (2006), Cordoba in sod.
(2012) in Grisi in sod. (2007), manj (4-14,63 %) pa iz Blair in sod. (2003, 2008, 2009a, b)
ter Chen in sod. (2014).

5.1.14 Vpliv suSe na izrazanje genov, ki kodirajo akvaporine in genov, ki kodirajo
proteaze, v listih starSevskih linij

Ariani in Gepts sta v letu 2015 pri navadnem fiZolu identificirala 41 genov, ki kodirajo
akvaporine, a so podatki o njihovem delovanju v susnem stresu Se vedno skopi, kljub
nekaterim predhodnim objavam (Aroca in sod., 2006; Montalvo-Hernandez in sod., 2008;
Recchia in sod., 2013). Geni, povezani z odzivom rastlin na susni stres, kamor so vkljuceni
tudi geni AKP, se v razli¢nih genotipih izrazajo razlicno (Recchia in sod., 2013). Z
namenom ugotavljati razlike v odzivu na susni stres med dvema razli¢no tolerantnima
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starSevskima linijama navadnega fiZola, sorte 'Tiber' in 'Starozagorski’, Smo Vv raziskavi
analizirali stopnjo izrazanja Stirih genov AKP, PvPIP1;2, PvPIP2;7, PvTIP4;1 in
PVTIP1;1. OsredotoCili smo se na izrazanje genov dveh najpomembnejSih in najbolj
razSirjenih poddruzin AKP, PIP in TIP. Od vseh identificiranih genov je izraZzanje genov,
ki jih uvrs¢amo v ti dve poddruZzini, v razlicnih organih navadnega fizola, najvec¢je (Ariani
in Gepts, 2015). V nasi raziskavi smo ugotovili, da je izrazanje izbranih genov glede na
kontrolo ve¢inoma zmanjSano v razli¢nih stopnjah suse (VPs; =-0,5—-1,0 MPa, VP s, = -
1,5 — -2,0 MPa, VP s3 < -2,5 MPa), medtem ko je v rehidraciji enako ali celo vi§je v
primerjavi s kontrolnimi rastlinami. Vodni status rastlin starSevskih linij smo dolo¢ili z
njihovim vodnim potencialom ter z vsebnostjo vode v listu in substratu (Priloga 1JS 1).

Funkcionalno so PIP najpomembnejsi akvaporini, saj se nahajajo v plazmalemi in
uravnavajo transport vode ob osmotskih premikih vode iz/v protoplast koreninskih in
listnih celic. V nasi raziskavi smo opazili veliko razliko v izrazanju med dvema genoma
poddruzine PIP. Relativna stopnja izrazanja gena PVPIP2;7 je bila pri kontrolnih rastlinah
starSevskih linij genotipsko specifi¢na. Vecjo relativno stopnjo izrazanja tega gena smo
ugotovili pri sorti ‘Tiber'. Pri rastlinah, izpostavljenih susi, se je izrazanje gena PVPIP2;7
moc¢no zmanj$alo pri obeh starSevskih linijah. ZmanjSanje izrazanja tega gena je manj
izrazito, razen v drugi stopnji suSe, pri sorti 'Starozagorski’ (VP = -2,67 + 0,52 MPa).
Vecje zmanjSanje izrazanja gena PVPIP2;7 je lahko posledica funkcije akvaporinov
poddruzine PIP2, ki omogoca vecji transport vode skozi celicno membrano v primerjavi s
poddruzino PIP1. V nekaterih $tudijah porocajo o mo¢nejsi povezanosti poddruzine PIP1 z
asimilacijo CO, kot s transportom vode (Heckwolf in sod., 2011; Uehlein in sod., 2012).

Predstavniki AKP poddruzine TIP se nahajajo v tonoplastu in regulirajo transport vode
med vakuolo ter citoplazmo, kar uravnava turgor celice (Afzal in sod., 2016). V naSi
raziskavi je na zmanjsanje izrazanja gena PvTIP1;1 vplivala stopnja suSe, genotip ali njuna
interakcija, medtem ko je bilo zmanjSanje izrazanja gena PvTIP4;1 odvisno samo od
stopnje suse. Zmanj$anje izrazanja gena PVTIP1;1 je lahko posledica velike prepustnosti
vode, kot se je to izkazalo pri genu AtTIP1;1, pri Xenopus oocytes (Vera-Estrella in sod.,
2004), saj sta si ta dva gena po filogenetski analizi najbolj sorodna (Ariani in Gepts, 2015).

Kljub razlikam v izrazanju genov AKP med starSevskima linijjama, gre na splosno pri obeh
za zmanj$anje izrazanja genov, Ki kodirajo AKP poddruzin PIP in TIP, kot smo ze omenili.
Podobno je bilo ugotovljeno pri navadnem repnjakovcu (Alexandersson in sod., 2005) in
jagodnjaku (Surbanovski in sod., 2013). Poleg tega Alexandersson in sod. (2005) poro&ajo
o zmanj$anem izrazanju genov, Ki kodirajo AKP skupin PIP1 in PIP2 v listih navadnega
repnjakovca, izpostavljenim suSnemu stresu, a ne po rehidraciji. V nasi raziskavi se je
relativna stopnja izrazanja analiziranih genov med rehidracijo povecala in izenacila z
izrazanjem pri kontrolnih rastlinah, ali pa je bila celo vecja. V obeh starSevskih linijah je
bilo izrazanje PVPIP2;7 povecano za vec kot 8-krat glede na kontrolne rastline, pri sorti
‘Tiber' je bilo izrazanje PVTIP1;1 povecano za skoraj 3-krat. Podobno je bila relativna
stopnja izrazanja genov, ki kodirajo AKP skupine PIP2, v koreninah navadnega fizola
zmanjSana v suSnih pogojih pri obeh razli¢no tolerantnih sortah, medtem ko je bila po
rehidraciji pri tolerantni sorti povecana, pri obcutljivi pa zmanjSana (Recchia in sod.,
2013). Razlog za zmanjs$anje izrazanja genov za AKP pri rastlinah je minimizacija pretoka
vode skozi celicne membrane in preprecevanje prevelike izgube vode ter vzdrzevanje
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turgorja lista. Glede na naSe rezultate in rezultate predhodnih objav lahko sklepamo, da
specificni AKP pomagajo pri uspesne;jsi prilagoditvi rastlin fizola na susni stres.

Blum (2015) je ugotovil, da AKP pomembno vplivajo na povecanje prepustnosti za vodo
in vnos vode skozi korenine, kar lo¢i anizohidri¢ne rastline od izohidri¢nih. Anizohidri¢ne
rastline na susni stres reagirajo hitreje, saj z regulacijo abscizinske kisline prej zaprejo
listne reze in imajo tako manjSo porabo vode, kar jim omogoca ohranjanje listnega turgorja
tudi v Casu suSe. Za razliko od teh izohidri¢ne rastline ne morejo ucinkovito ohranjati
listnega turgorja med suS$nim stresom, kar privede do zgodnej$e osmotske prilagoditve in
povecanja izrabe vode iz zemlje. Za uvrstitev sorte 'Tiber' in 'Starozagorski' med
izohidri¢ne oz. anizohidri¢ne rastline so potrebne dodatne raziskave, zato za sedaj ne
moremo z gotovostjo povezati njihovih tovrstnih fizioloskih karakteristik z odzivom na
suSo na nivoju izrazanja genov, ki kodirajo AKP.

Kljub temu da se je izrazanje genov PvPIP1;2, PvPIP2;7, PVvTIP4;1 in PvTIP1;1 v vseh
stopnjah suSe pri obeh starSevskih linijah zmanjsalo, smo pri posamezni stopnji suSe med
bolj tolerantno sorto 'Tiber' in manj tolerantno sorto 'Starozagorski' ugotovili znacilne
razlike v izrazanju teh genov, kar smo ze omenili. Ti geni, ki kodirajo AKP, so na podlagi
nasih rezultatov primerni potencialni markerji za selekcijo tolerantnih rastlin navadnega
fizola.

Proteaze imajo pomembno vlogo pri odzivu rastlin na razlicne stresne dejavnike, saj
sodelujejo pri razliénih presnovnih procesih in razgradnji proteinov (Van der Hoorn,
2008). V listih navadnega fizola se nahaja vec¢ serinskih endo- in aminopeptidaz, na katere
susa vpliva razli¢no (Budi¢ in sod., 2013,2016). Pri sorti navadnega fizola 'Zorin', ki je
zmerno obcutljiva na suso, so identificirali in okarakterizirali dve novi proteazi, PvSLP1 in
PVSLP2, podobni subtilizinu. Proteaza PvSLP2 je vpletena v 0dziv na suso (Budi¢ in sod.,
2013). Da bi ugotovili, ali stopnja izrazanja teh dveh proteaz korelira z razliéno mo¢no
toleranco na susni stres, smo analizirali relativno stopnjo izrazanja genov PVSLP1 in
PVSLP2 pri bolj tolerantni sorti ‘Tiber' in manj tolerantni sorti ‘Starozagorski'.

Z analizo i1zrazanja obeh serinskih proteaz smo pokazali razli¢no stopnjo izraZzanja med
kontrolnimi rastlinami navadnega fizola in rastlinami v susi. Gen PVSLP1 je bil v
navadnem fizolu identificiran z uporabo zacetnih oligonukleotidov za domnevne serinske
endopeptidaze arasida (Arachis hypogaea) (AHSP) (Budi¢ in sod., 2013), o kateri Dramé
in sod. (2007) poroc¢ajo, da se je stopnja izrazanja med suSnim stresom spremenila.
Aminokislinska sestava proteaze PvSLP1 je s 85 % najbolj podobna AHSP, zato je bil
razli¢en odziv te proteaze na suso, v primerjavi s kontrolo, pri¢akovan. V nasi raziskavi se
je relativna stopnja izrazanja gena PvSLP1 v sorti ‘Tiber' v zacetni susi (VP = -0,15 MPa)
moc¢no povecala v primerjavi Z njegovo kontrolo, v moc¢ne;jsi susi (VP = -0,25 MPa) pa se
je zmanjsala za ve¢ kot polovico relativne stopnje izrazanja tega gena pri kontrolnih
rastlinah sorte 'Tiber'. Relativna stopnja izrazanja gena PVSLP1 je pri vzorcih sorte
‘Starozagorski' vecja Ze v kontrolnih rastlinah, s stopnjevanjem suSe pa se je izraZanje
postopno zmanjSevalo in v mocni suSi doseglo manj kot Cetrtino stopnje izrazanja tega
gena pri kontrolnih rastlinah sorte 'Tiber'. Za razliko od izrazanja gena PVSLP1 se je
izrazanje PVSLP2 pri obeh starSevskih linijah S stopnjevanjem suSe izrazito povecalo v
primerjavi z izraZanjem tega gena pri kontrolnih rastlinah sorte 'Tiber'. Podobno izrazanju
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gena PVSLP2 v naSi raziskavi, se je izraZzanje genov aspartatne proteaze pri sortah
navadnega fizola, 'Carioca’ in 'IPA’, povecalo, v primerjavi z dvema sortama Vigna
unguiculata L. Walp, kjer je bilo izrazanje konstitutivno (Cruz de Carvalho in sod., 2001).
Pri navadnem fizolu sorte 'Zorin' niso ugotovili vpliva suse na izrazanje gena PVSLP2,
Ceprav se je aktivnost tega gena v susi povecala (Budi¢ in sod., 2013).

Z na$o raziskavo smo dokazali tudi genotipsko specifi¢no izrazanje genov obeh domnevno
serinskih endopeptidaz. Kljub temu, da je bil trend izrazanja obeh genov pri sorti ‘Tiber' in
sorti ‘Starozagorski' podoben (zmanjSanje izrazanja gena PVSLP1 in povecCanje izrazanja
gena PVSLP2 pri rastlinah v susnem stresu vV primerjavi s kontrolnimi rastlinami), je bila
relativna stopnja izrazanja statisticno znacilno razli¢éna med starSevskima linijama v vseh
treh stopnjah suse. Relativna stopnja izrazanja gena PvSLP1 se je pri sorti 'Starozagorski'
postopno in enakomerno zmanj$evala s poveCevanjem stopnje suSe V primerjavi s sorto
'Tiber'. Podobno so v §tudiji izrazanja genov domnevne serinske proteaze, pri odzivu
rastlin na sus$ni stres, porocali o zmanj$anju stopnje izrazanja pri dveh razli¢no tolerantnih
sortah arasida, le da je bilo zmanjSanje izrazanja izrazitej$e pri tolerantnejsi sorti (Dramé in
sod., 2007). Zmanj$anje stopnje izrazanja genov, ki kodirajo domnevno serinsko in
cisteinsko proteazo arasida v suSnem stresu, je oznaceno kot mehanizem tolerance rastlin
na susni stres za zmanjSanje aktivnosti teh proteaz in za zamaknitev s suSo inducirane
senescence (Dramé in sod., 2007). Moc¢an odziv na suSo je pri sorti ‘'Tiber' v 10. dnevu
suse, Kjer je relativna stopnja izrazanja dvakrat veéja (VP = -0,15 MPa) od stopnje
izrazanja gena PVSLP1 pri sorti 'Starozagorski' (VP = -0,15 MPa). Tudi 24. in 38. dan suse
se izrazanje gena PVSLP1 pri rastlinah, izpostavljenih susi, razlikuje med razli¢no
tolerantnima starSevskima linijama. Relativna stopnja izrazanja gena PvSLP2 je bila pri
sorti ‘Tiber v vseh treh stopnjah suse manjsSa v primerjavi s stopnjo izraZanja tega gena pri
rastlinah sorte 'Starozagorski'. Po 24. dnevu suse se relativna stopnja izrazanja PvSLP2
gena pri sorti ‘Tiber' (VP = -0,25 MPa) ni veC spreminjala, pri sorti 'Starozagorski’
(VP =-0,33 MPa) pa se je Se naprej povecevala.

Nadaljnje raziskave korelacije med razli¢no tolerantnimi sortami navadnega fiZzola na susni
stres in razlikami v izrazanju genov, ki kodirajo proteazi PvSLP1 in PvSLP2, lahko sluzijo
kot pomembne informacije o vlogi/-ah teh subtilaz pri odzivu navadnega fiZzola na susni
stres. Z analizo izrazanja genov PVSLP1 in PVSLP2 smo ugotovili razli¢no izrazanje teh
dveh genov pri dveh razli€no tolerantnih sortah navadnega fiZola na susni stres, kar je
pomemben doprinos k nadaljnjim analizam dolo¢anja potencialnih biokemijskih
markerjev, s katerimi bi lahko dolo¢ili QTL, povezane z odzivom na susni stres pri
navadnem fizolu in ostalih sorodnih rastlinah.

5.1.2 Kartiranje molekulskih markerjev

Z uporabo mikrosatelitnih, AFLP in morfoloskih markerjev smo konstruirali celotno
gensko karto dolzine 486,27 cM, ki je za dobro polovico krajsa kot predhodno objavljena
genska karta (Blair in sod., 2003, 2012; Checa in Blair, 2008; Ochoa in sod. 2006; Cichy in
sod., 2009). Krajso vezano karto 1000 cM so objavili Blair in sod. (2011) ter Yuste-
Lisbona in sod. (2014), oboji s populacijo znotraj andskega genskega sklada, ter Blair in
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sod. (2006b) z genotipoma razli¢nih genskih skladov. Krajso gensko karto povzro¢i nizka
frekvenca rekombinacij. Temu bi se lahko izognili s $e StevilnejSo populacijo.

Omenjene markerje smo s pomoc¢jo racunalniS$kega programa JoinMap 4.0 in podatkov
predhodno objavljenih raziskav razporedili v 10 vezanih skupin (LG). Dve vezani skupini
(LGx1, LGx2) vsebujeta markerje, ki po literaturi ve¢inoma niso bili razporejeni v nobeno
od 11 skupin navadnega fizola. Pridobljeno razporejenost markerjev smo primerjali tudi s
skupno gensko karto Galeano-Fernandez_2011 (Galeano in sod., 2011) (Priloga R).
Dolzina skupne genske karte znasa 2041 cM in je 3-krat daljSa od nase, povprecna razdalja
med markerji pa je 2 cM, pri nas 4,8 cM.

V nasi genski karti so v LGx1 markerji razporejeni v dve skupini na vsakem koncu vezane
skupine. V prvi skupini sta dva markerja AFLP locirana na istem mestu in pet
mikrosatelitov oddaljenih od AFLP samo za 1cM. Druga skupina s tremi mikrosateliti je
od prve oddaljena 24 cM in vsebuje dva mikrosatelita, ki sta po skupni genski Kkarti
Galeano-Fernandez_2011, razporejena v vezano skupino 11. Vezana skupina LGx2
vsebuje vse tri kartirane morfoloske markerje, ki z ostalimi molekulskimi markerji niso
dovolj povezani, da bi tvorili skupno vezano skupino, zato smo jih umestili v svojo. O
kartiranju kvalitativnih morfoloskih znakov ni veliko znanega. Yuste-Lisbona in sod.
(2014) so morfoloski znak, pigmentacija semena (P lokus), umestili v vezano skupino Pv7,
blizu markerja BM185. Prav tako so blizu tega markerja, na b07 vezani skupini, Blair in
sod. (2006b) umestili marker za beljakovino fazeolin.

V primerjavi z drugimi objavljenimi kartami in skupno gensko karto Galeano-
Fernandez_2011 noben polimorfen marker pri nas ni bil razporejen v skupine 3, 7 in 11.
Kljub temu, da smo z namenom ¢im vecje pokritosti in razporejenosti markerjev po
celotnem genomu navadnega fiZzola, testirali tudi markerje, ki so bili po predhodnih
raziskavah uvrsceni v te tri skupine, z zacetnimi oligonukleotidi markerjev nismo dobili
uspeS$nega produkta z analizo PCR ali pa marker med starSevskima linijama ni bil
polimorfen.

Kon¢no Stevilo razporejenih markerjev je bilo 105, od tega 79 mikrosatelitov, 23
markerjev AFLP in 3 morfoloski markerji (barva semena, cveta in stebla). Markerji so bili
Vv vezanih skupinah ve¢inoma enakomerno razporejeni (10-12 markerjev), le v LG1, LG4
in LGx2 je bilo markerjev manj (6, 5 in 3), v LG2, LG5, in LG10 pa ve¢ (17, 15 in 16).
Med posameznimi markerji le LG1 in LGx2 nista vsebovali markerjev AFLP. V ostalih
LG je bila razporejenost enakomernejsa (8,7-17,4 %), izstopali sta skupini LG4 z
najmanjso (4,3 %) in LG9 z najvejo zastopanostjo (21,7 %) markerjev AFLP.
Mikrosateliti so bili po vezanih skupinah razvr$¢eni razli¢no, saj jih je bilo v devetih
vezanih skupinah od 4 (LG4) do 14 (LG10). Predhodne $tudije prav tako porocajo o vecji
zastopanosti mikrosatelitov predvsem na LG2, nekatere skupine, zlasti LG3 pa so bile z
markerji tezko zapolnjene (Blair in sod., 2003, 2008, 2011, 2012). V skupni genski karti
Galeano-Fernandez (2011) je v vsaki vezani skupini povpre¢no 91 markerjev (od 151 na
Pv02 do 67 na Pv09). Verjetno sta za vecino vezanih skupin na genski karti predstavljeni
obe kromatidi, za LG9 in LG11 pa je lahko kartirana samo ena od kromatid, ceprav je
lokacija centromer obeh skupin za navadni fiZzol znana, saj je doloCena z razli€nimi
molekulskimi markerji (Blair in sod., 2012).
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Nasa genska karta je prva karta narejena s populacijo navadnega fizola, ki je prilagojena na
srednje-evropske razmere. Karta je pomemben doprinos raziskavam tudi zato, ker temelji
na populaciji krizancev dveh starSevskih linij, ki izhajata iz istega, andskega genskega
sklada (Maras, 2007). Pomembno se jezavedati, da je pomanjkanje polimorfizma velik
problem take populacije zaradi krizanja znotraj genskega sklada in bliznje sorodstvene
vezi, kjer so lahko moznosti o enakih delih genoma med starsi in potomci vecje. Razdalje,
ki so daljse od 15 cM, in prazne LG, bomo v prihodnosti zapolnili z novimi markerji. Za
ucinkovito in gosto pokrito vezano karto je za gensko analizo potrebna veéja populacija
RIL, kar predstavlja tudi svojevrsten izziv. Kvantitativne lastnosti, kot sta Stevilo dni do
cvetenja in masa 100 semen, so se tudi v naSi raziskavi izkazale za parametre, ki se
odzivajo na susni stres. Prav tako smo s fizioloskimi parametri dolo¢ili potencialne QTL,
ki kazejo na razlicen odziv razlicno tolerantnih sort na susni stres. Med dobljenimi QTL
obstaja korelacija, saj je polnjenje/vecanje semen odraz delovanja fotosinteznega aparata in
mobilizacije fotosinteznih produktov.

5.1.3 Kartiranje lokusov kvantitativnih lastnosti

Susni stres v rastlini sprozi razli¢ne odzive. S spremljanjem ¢im vecjega Stevila lastnosti na
razli¢nih ravneh lahko pridobimo §irsi pogled in boljSe razumevanje delovanja rastline v
odgovoru na stresni dejavnik. Dobljena karta vezanih skupin nam je omogocila
identifikacijo QTL z analizo desetih razli¢nih kvantitativno dedovanih lastnosti, Ki smo jih
v dveh poskusih pridobili pri rastlinah navadnega fizola v susi in pri kontrolnih rastlinah.
Dolo¢ili smo 18 QTL na petih od desetih vezanih skupinah, in sicer na LG1, LG2, LG5,
LG6 in LGY. Lastnosti, s katerimi so povezani QTL, vkljucujejo fenologijo rastline,
parametre pridelka in lastnosti, ki so povezane z delovanjem fotosinteznega aparata.

Mesta dobljenih QTL smo primerjali z Ze znanimi QTL, predvsem smo se osredotocili na
tiste, ki so kartirani na skupni genski karti Galeano-Fernandez (2011). Na skupni genski
karti so kartirani QTL za razli¢ne lastnosti, kot so: za¢etek in konec cvetenja, polna zrelost,
zrelost strokov za stro¢je in za semena, vsebnost fosforja v rastlini, vsebnost tanina v
plaS¢u semena, gostota, teza in dolzina korenin, dolzina, §irina, viSina in masa semen,

pridelek, idr.

Za lastnost Stevilo dni do cvetenja smo QTL dolocili samo s poskusom na BF, in sicer na
dveh vezanih skupinah. Na LG1 smo zelo blizu doloéili tudi vse tri parametre pridelka
skupaj s QTL za $tevilo dni do strokov. QTL za pridelek smo dolocili samo v poskusu BF,
kar je lahko posledica moc¢nejSe suSe in odpadanja cvetov zaradi visokih temperatur in s
tem slabSega pridelka, kot smo Ze omenili. Skupaj smo jih dolo¢ili tudi na LG9, §t. strokov
na rastlino pa tudi na LG5. Stevilo dni do strokov smo povezali s QTL na skoraj vseh petih
LG, kjer smo dolocili QTL, razen na LG2. Za to lastnost, kot tudi za $t. semen na strok,
smo na LG9 dolocili po dva QTL.

Tudi v drugih predhodnih raziskavah navadnega fiZola so odkrili QTL, ki kontrolirajo
razli¢ne lastnosti, na enakih vezanih skupinah (Tar'an in sod., 2002; Beattie in sod., 2003;
Blair in sod., 2006; Perez-Vega in sod., 2010). Perez-Vega in sod. (2010) porocajo o treh
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kromosomskih regijah, kjer so skupaj dolocili QTL iste skupine lastnosti, fenoloske
lastnosti in lastnosti velikosti semena, ter o petih regijah, kjer so skupaj doloc¢ili QTL za
razli¢ne lastnosti. Zdruzevanje QTL regij je lahko posledica prisotnosti razli¢nih tesno
povezanih genov ali zaradi pleiotopi¢nega efekta enojnega genetskega elementa (Aastveit
A. H. in Aastveit K., 1993). Pleiotropski efekt lahko razlozi prisotnost zdruzevanja QTL
regij podobne oz. iste skupine lastnosti (Perez-Vega in sod., 2010).

Za razliko od omenjenih lastnosti, smo za fizioloske parametre doloc¢ili QTL regije v obeh
poskusih. Za lastnost vodni potencial v susi 2 smo QTL doloc¢ili tako pri BF kot tudi pri
KIS, a ne na isti LG. QTL regijo za vodni potencial iz poskusa BF smo dolo¢ili na LG2,
vezanega z mikrosatelitnim markerjem BM172, QTL regijo za vodni potencial iz poskusa
KIS pa smo dolo¢ili na LGS, in sicer vezanega na mikrosatelitni marker BMb318. En QTL
smo dolocili Se za vodni potencial v kontrolnih rastlinah iz poskusa KIS, enega smo
povezali s hitrostjo transporta elektronov v susi 1 iz poskusa BF.

Podobno kot pri Blairu in sod. (2012) je imela med vsemi lastnostmi najve&jo vrednost R?
masa 100 semen, kar lahko pomeni, da je masa semen zelo dedna lastnost, tudi pod
stresnimi, susnimi pogoji (Schneider in sod., 19973, b). Susa zavira polnjenje semen, zato
lahko semena z ve¢jo maso kazejo na vecjo toleranco na suso in s tem omogocajo vecji
pridelek (Ramirez-Vallejo in Kelly, 1998).

QTL, povezani z lastnostmi DC-BF, DStr-BF, StrR-BF in M100Se-MB, ki smo jih dolo¢ili
na LG1, so dolocili ze v predhodnih raziskavah. Perez-Vega in sod. (2010) so blizu
markerja Fin dolocili QTL za st. dni do konca cvetenja, kar je podobno kot lastnost st. dni
do strokov, ki smo jo spremljali v nasi raziskavi. Poleg te lastnosti so v omenjeni vezani
skupini dolocili tudi QTL za Stevilo dni do cvetenja in §t. dni do zrelosti. Blair in sod.
(2006) so poleg st. dni do cvetenja na LG1 dolo¢ili tudi QTL za §t. strokov na rastlino.
Blair in sod. (2012) na LGI niso dolo¢ili QTL.

Na LG2 smo v naSi raziskavi kartirali QTL za lastnost DC-BF, ki je vezan na
mikrosatelitni marker PvM100. Markerja PvM100 na skupni genski karti Galeano-
Fernandez (2011) ni, lahko pa na podlagi sosednjih markerjev GATS91 in BM142
sklepamo na njegovo lokacijo. Na tej lokaciji so Perez-Vega in sod. (2010) prav tako
kartirali QTL za §t. dni do cvetenja. Na drugem koncu kromosoma smo dolocili QTL,
povezan s fiziolosko lastnostjo, na katero vpliva susa, in sicer lastnostjo za vodni potencial
v susi 2 v poskusu BF, ki je Se niso dolocili v predhodnih raziskavah. V tovrstnih
raziskavah v tem delu kromosoma tudi niso dolo¢ili QTL, povezanega z nobeno drugo
lastnostjo, blizu pa so bile Kkartirane lastnosti korenin v povezavi z dostopnostjo fosforja
(Ochoa in sod., 2006). Asfaw in sod. (2012), ki so raziskovali lastnosti korenin v povezavi
s suSo pri navadnem fizolu, na tej vezani skupini niso doloc¢ili QTL.

Pet QTL smo dolo¢ili na LG5. En QTL je povezan s fenolosko lastnostjo, en z
vrednotenjem pridelka in trije s fizioloskim parametrom, povezanim z odzivom rastline na
susni stres. QTL, povezan s Stevilom strokov na rastlino, je bil pridobljen s podatki iz
poskusa BF, ostale stiri QTL, $t. dni do strokov in vodni potencial v kontroli, ki ima dva
vrhova, ter VP-S2, temeljijo na podatkih iz poskusa KIS. QTL za VP-K-KIS in DStr-KIS
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sta najblizje vezana na marker AFLP. Na podobnih lokacijah so Blair in sod. (2012)
dolocili QTL regije za zacetek cvetenja, zrelost in maso semen.

Na LG6 smo dolocili dva QTL, vsakega na eni strani vezane skupine. Povezani sta z
lastnostmi DStr-KIS in ETR-S1-BF, ki je nov, $e nekartiran QTL, povezan z odzivom
rastline na suso. Glede na skupno gensko karto Galeano-Fernandez (2011) je najve¢ QTL
na LG6. Prav tako, kot je pri nas lastnost DStr-KIS blizu markerja BMc238, je pri Blairu in
sod. (2012) QTL za st. dni do zrelosti. QTL za hitrost transporta elektronov v susi 1 na BF
je najblizje skupini treh AFLP in dveh mikrosatelitov, ki so locirani na isti regiji
kromosoma. Najblizje lastnosti ETR je marker BMb182, ki je poleg SSR-IAC47, ki ga na
karti Galeano-Fernandez (2011) ni, povezan tudi s QTL za lastnosti semena (Perez-Vega in
sod., 2010), pridelek (Blair in sod., 2006, 2012) ter zaetek in konec zrelosti strokov
(Perez-Vega in sod., 2010; Blair in sod., 2012).

Zadnja vezana skupina, kjer smo dolo¢ili QTL, je LG9. Tu smo dolo¢ili pet QTL na dveh
mestih te vezane skupine. Po en vrh lastnosti DStr-BF in SeStr-BF je lociran blizu
mikrosatelitnega markerja BM141, ki so ga Blair in sod. (2006) povezali z zatetkom
cvetenja in pridelkom zrnja. Ostale tri QTL, drugi par lastnosti DStr-BF in SeStr-BF ter
M100Se-BF, so na nasi karti najblizje markerjem AFLP.

Genske karte, objavljene v razli¢nih publikacijah, se razlikujejo po izboru starSevskih
genotipov in Stevilu ter tipu molekulskih markerjev, kar onemogoca prileganje teh genskih
kart med seboj. Mnogokrat se v teh primerih pridobljeno $tevilo in relativna pozicija QTL,
Ki so vkljuceni v dolo¢eno lastnost, povezano z odzivom rastline, razlikujejo (Perez-Vega
in sod., 2010). Podobno se je stevilo in pozicija QTL za $tevilo dni do zrelosti razlikovala
med Koinange in sod. (1996), ki je dolocil tri QTL, dva na vezano skupino B1 in eno na
B8, medtem ko so Tar'en in sod. (2002) dolo¢il dva QTL na vezanih skupinah B9 in B10.
Beattie in sod. (2003) so dolocili tri QTL za $t. dni do zrelosti na vezanih skupinah B4, B6
in B8, Blair in sod. (2006) pa dva QTL na B5 in B7. Rezultati kazejo, da je pri teh razlikah
zelo velik vpliv izbire populacije kartiranja.

Pridobljeni QTL bodo pomembni potencialni markerji, uporabni pri strategijah zlahtnjenja

navadnega fizola in tudi drugih bliznjih sorodnikov, za vecjo toleranco na susni stres, ko
bodo potrjeni z linijami, ki so prav tako prilagojene na nase okolje.
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5.2 SKLEPI

Z zbranimi rezultati raziskave smo potrdili zastavljene hipoteze in prisli do naslednjih
sklepov:

s spremljanjem in merjenjem morfoloskih in fizioloSkih parametrov ter z analizami
odziva proteaz smo dolocili lastnosti, ki so se razlikovale v susnem stresu med
rastlinami starSevskih linij (' Tiber’, 'Starozagorski ¢ern’);

s karakterizacijo izbranih starSevskih linij navadnega fizola in njunih 82 potomcev
(RIL) Fg-generacije, podvrzenih suSnemu stresu, smo pridobili podatke o
segregirajoCih fenoloskih (St. dni do cvetenja, $t. dni do strokov) in fizioloskih
(vodni potencial, potencialna fotokemi¢na uéinkovitost, hitrost transporta
elektronov) znakih ter podatke o koli¢ini pridelka, ki so bili podlaga za analizo
QTL;

s karakterizacijo izbranih starSevskih linij in njunih 82 potomcev (RIL) smo z
mikrosatelitnimi in molekulskimi markerji AFLP pridobili zadostno Sstevilo
polimorfizmov, na osnovi Kkaterih smo izdelali vezano gensko karto navadnega
fizola;

z analizo QTL smo dolo¢ili mesta 10 kvantitativnih lastnosti, od katerih sta dve
(vodni potencial, hitrost transporta elektronov) udelezeni v odziv fizola na su$ni
stres in do sedaj Se nista bili kartirani;

z analizo izrazanja genov, ki kodirajo akvaporine in genov, ki kodirajo proteaze,
smo ugotovili razlike v izrazanju teh genov med kontrolnimi rastlinami in rastlinami
izpostavljenimi razli¢ni stopnji su$nega stresa. Prav tako smo ugotovili razlike v
izrazanju teh genov med starSevskima linijjama navadnega fizola, razli¢no
tolerantnima na susni stres.

113



Zupin, M. Odziv navadnega fizola (Phaseolus vulgaris L.) na susni stres: kvantitativno Kartiranje lokusov.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, 2017.

6 POVZETEK (SUMMARY)
6.1 POVZETEK

Med vsemi zrnatimi stro¢nicami je v svetovnem merilu navadni fizol (Phaseolus vulgaris
L.) najpomembnenejsi za prehrano ljudi (CGIAR, 2016). Poleg sorazmerno velike
vsebnosti proteinov, ki vsebujejo esencialne aminokisline, vsebnosti vitaminov in
mineralov, ima navadni fizol tudi veliko energijsko vrednost. Sestdeset odstotkov
pridelovalnih povr$in navadnega fizola je v regijah, kjer primanjkuje vode. SuSa Vv
svetovnem merilu vsako leto povzro¢i od 60 do 80 % manjsi pridelek, tudi slabse
kakovosti (Rao, 2001; Beebe in sod., 2011). Zaradi globalnih klimatskih sprememb se bo
pogostost ekstremnih vremenskih dogodkov povecala (Kajfez-Bogataj, 2012), na kar se bo
treba prilagoditi tudi z razvojem tolerantnejS$ih sort, prilagojenih na lokalne klimatske
razmere. Toleranca na suso je zapletena poligenska lastnost, saj je povezana z razli¢nimi
morfolosko-anatomskimi prilagoditvami in fizioloSkimi oz. presnovnimi mehanizmi
rastline. Znana mesta kvantitativnih lastnosti, povezanimi z odzivom rastline na susni stres,
v genomu navadnega fizola bodo pomagala v procesu zlahtnjenja k natancnejsi selekciji
tolerantnih sort navadnega fizola.

V nasi raziskavi smo z namenom kartirati kvantitativne lokuse, povezane s susnim stresom,
izbrali za vzgojo populacije kartiranja starSevski liniji navadnega fiZzola, ki sta pokazali v
predhodnih raziskavah razli¢no toleranco na suso: tolerantnejso sorto 'Tiber' in manj
tolerantno sorto 'Starozagorski ¢ern’ ('Starozagorski'). 82 rekombinantnih inbridiranih
linij (RIL) navadnega fizola Fg-generacije je bilo pridobljenih v prej$njih Studijah s
krizanjem star$evskih linij in metodo potomstva posameznega semena.

Z namenom Karakterizirati starSevske linije in ugotoviti razlike v odzivu rastlin na su$ni
stres, smo v poskusih v rastni komori in rastlinjaku, v kontroliranih razmerah, ovrednotili
fenoloske, morfoloske in fizioloske lastnosti ter koli¢ino pridelka, izvedli analizo
polimorfnosti molekulskih markerjev in analizo izraZanja izbranih genov, ki kodirajo
akvaporine ter genov, ki kodirajo proteaze pri rastlinah sort 'Tiber' in 'Starozagorski'.
Meritve in vzorenja smo opravili dan pred suso, v treh stopnjah suse, pri razli¢nih
intervalih vodnega potenciala v rastlini in po rehidraciji. Rezultati so pokazali, da se sorti
‘Tiber' in 'Starozagorski' razlikujeta v petih morfoloskih lastnostih; barvi jadra, barvi
stebla, barvi semena, tipu rasti in barvi svezega stroka. Znacilnih razlik v Stevilu dni do
cvetenja in v Stevilu dni do pojava strokov ter v koli¢ini pridelka med starSevskima
linijama ni bilo. Ugotovili sSmo znacilne razlike v fizioloskih parametrih. Ve¢jo sposobnost
zadrzevanja vode v listih je imela sorta ‘Tiber’, saj se je razlika med kontrolnimi rastlinami
in rastlinami v su$i v relativni vsebnosti vode v listih (RVV), kot tudi pri vodnem
potencialu (VP), pokazala Sele sedmi dan suse, medtem ko pri sorti 'Starozagorski' ze
cetrti dan. HitrejSi odziv rastlin na suSo se je pokazal pri meritvah VP, saj so rezultati
pokazali znacilne razlike med starSevskima linijama ze v Cetrtem dnevu (VP sorte 'Tiber’
je -0,46 + 0,06 MPa, VP sorte 'Starozagorski' -0,77 + 0,07 MPa). Sedmi dan so se znacilne
razlike pokazale med starSevskima linijama tudi v RVV (VP sorte 'Tiber' je -0,93 + 0,18
MPa, VP sorte 'Starozagorski' -1,62 £ 0,17 MPa). Enajsti dan znacilnih razlik med
starSevskima linijama ni bilo (VP sorte 'Tiber' je -2,80 + 0,2 MPa, VP sorte
‘Starozagorski' -3,00 + 0,00 MPa). Rehidrirane rastline so 11. dan (Stiri dni po rehidraciji)
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dosegle vrednosti RVV in VP kontrolnih rastlin (VP sorte 'Tiber' je -0,17 = 0,04 MPa, VP
sorte 'Starozagorski' je -0,40 + 0,00 MPa). Izkazalo se je, da vsebnost vode v substratu
pod 24 vol% mocno vpliva na vsebnost vode v rastlinah in s tem na mocan odziv rastlin na
susni stres. Stopnja suSe je mocno vplivala tudi na netofotosintezo (Ay), prevodnost listnih
rez (gs), potencialno fotokemi¢no u¢inkovitost (FV'/Fm") in transpiracijo (Tr). Rezultati teh
parametrov so pokazali moc¢an odziv rastlin na susni stres, S hitrim zapiranjem listnih rez,
kar je prepreCilo prehajanje vode iz rastline in povzro¢ilo zmanjSanje transpiracije. Z
zapiranjem listnih rez se je manjsala tudi koli¢ina dostopnega CO; in s tem netofotosinteza.
Rastline sorte 'Tiber' so se na podlagi merjenih fizioloSkih parametrov izkazale za
tolerantnejse na suso v primerjavi s sorto 'Starozagorski', saj so bile sposobne ob enaki
VVS obdrzati visjo RVV in visji VP.

Da bi pridobili ¢im ve¢ polimorfnih molekulskih markerjev, smo starSevski liniji
ovrednotili z uporabo razli¢cnih tipov markerjev, in sicer SRAP, RGAP, RAPD, ISSR,
delno specifi¢ni markerj, AFLP in mikrosatelite. Za najbolj polimorfne markerje so se v
nasi raziskavi pokazali markerji ISSR, saj je znasal njihov delez polimorfnih kombinacij
80 %. Najmanj polimorfni so se izkazali markerji AFLP z 10,5 % deleZzem polimorfnosti.
Mikrosateliti so najpogosteje uporabljeni molekulski markerji pri karakterizaciji in
ugotavljanju raznolikosti genotipov navadnega fizola, kar nam je omogocalo testiranje
Siroke palete zacetnih oligonukleotidov, ki nam je omogocala razporeditev markerjev po
celotnem genomu navadnega fizola.

Z analizo izrazanja genov za akvaporine (AKP), PVPIP1;2, PvPIP2;7, PvTIP4;1 in
PvTIP1;1 ter proteaze, PvSLP1 in PvSLP2, smo ugotovili razlike v izraZzanju med
rastlinami v razli¢cnih stopnjah suse in kontrolnimi rastlinami. Prav tako so razlike v
izrazanju teh genov med starSevskima linijjama. Relativna stopnja izrazanja vseh Stirih
izbranih genov, dveh najpomembnejsih in najbolj razsirjenih poddruzin AKP, PIP in TIP,
je glede na kontrolo vec¢inoma zmanjSana v vseh treh stopnjah suSe, medtem ko je v
rehidraciji enaka ali celo vi§ja v primerjavi z izraZzanjem teh genov pri kontrolnih rastlinah.
Prav tako so razlike v relativni stopnji izrazanja genov, ki kodirajo subtilizinu podobne
proteaze 1 in 2, med rastlinami v sus$i in kontrolnimi rastlinami. Stopnja izrazanja gena
PvSLP1 se je pri rastlinah, izpostavljenih susi, zmanjsala v primerjavi s stopnjo izrazanja
pri kontrolnih rastlinah, razen v prvi stopnji suse (VP = -0,15 MPa) pri rastlinah sorte
'Tiber’, kjer se je povecala. Stopnja izrazanja gena PVSLP1 pa se je pri obeh starSevskih
linijah povecala v primerjavi s stopnjo izrazanja tega gena pri kontrolnih rastlinah. Kljub
temu smo na nivoju izrazanja analiziranih genov ugotovili znadilne razlike v odzivu na
suso med star§evskima linijama.

Potomce krizanja sorte 'Tiber' in 'Starozagorski', 82 rekombinantnih inbridiranih linij
(RIL) Fg-generacije, smo prav tako v treh stopnjah suSe okarakterizirali s parametri, v
katerih se razlikujeta starSevski liniji. Rastline RIL smo testirali s 124 polimorfnimi
molekulskimi markerji. Z analizo vezanosti markerjev smo nato z 79 mikrosateliti, 23
AFLP in 3 morfoloskimi markerji naredili 486,27 cM dolgo gensko karto navadnega
fizola. Markerji so razporejeni v 10 vezanih skupin (LG). Z enakomerno razporejenostjo
molekulskih markerjev smo pridobili dobro pokritost genoma navadnega fizola, ki nam je
sluzila kot podlaga za kartiranje kvantitativnih lastnosti (QTL). V analizo QTL smo
vkljucili podatke 28 kvantitativnih lastnosti in doloc¢ili 18 QTL na petih vezanih skupinah
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(LG, LG2, LG5, LG6, LGY). Z naso raziskavo smo potrdili QTL, ki so povezani z
lastnostmi: §t. dni do cvetenja, §t. dni do pojava strokov, $t. semen na strok, $t. strokov na
rastlino in maso 100 semen. Velik doprinos raziskave pa so potencialni QTL, povezani z
vodnim potencialom in hitrostjo transporta elektronov, ki do sedaj $e niso bili kartirani in
S0 pomembni parametri odziva rastlin na susni stres.

Z naSo raziskavo smo pridobili QTL, ki bodo pomemben doprinos k Zlahtnjenju novih sort
navadnega fizola in drugih sorodnih rastlin, tolerantnih na susni stres. Rezultati analize
izrazanja genov za AKP in proteaze so pomembna podlaga za nadaljnje analize in
identifikacijo potencialnih biokemijskih markerjev, s katerimi bi lahko pridobili dodatne
QTL, povezane z odzivom rastlin na suso.
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6.2 SUMMARY

Common bean (Phaseolus vulgaris L.) is considered to be world’s most important legume
for the human diet (CGIAR, 2016). In addition to its high energy value and content of
essential amino acids, vitamins and minerals, especially iron, common bean is considered
to be a main source of proteins and is a critical component for fight against malnutrition of
thousands of small farmers in Central and South America and South-West Africa as
(FAOSTAT, 2014). A huge problem for common bean production is a large proportion of
crop growing in regions with low rainfall. Drought causes up to 60% lower yields and
reduces the quality of crop (Beebe et al., 2011; White and Singh, 1991). Due to the global
climatic changes the frequency of extreme weather events are increasing (Kajfez Bogataj,
2012). Breeding for tolerance to different biotic and abiotic factors has resulted in
development of many varieties adapted to local climatic conditions, which are grown in
Europe (Sustar-Vozli¢ et al., 2012). Since tolerance to biotic and abiotic factors is a
complex, polygenic trait associated with the response of plants on different levels, the
understanding of the mechanisms of plant response on morphological, physiological and
biochemical level is crucial. Relationships between quantitative and genetic traits allow us
to identify quantitative trait loci that will be of a great contribution to the breeding
programs for a more efficient selection of common bean varieties for improved tolerance
to drought.

In our study, we have used a QTL mapping population, developed from two parental lines
of common bean, which expressed different tolerance to drought stress, more tolerant
'Tiber' and less tolerant 'Starozagorski ¢ern’ ('Starozagorski'). By crossing the parental
lines and using a method of single seed descent, F8 generation of 82 recombinant inbreed
lines (RILs) were obtained.

To characterize the parental lines and to determine the differences between them in
response to drought stress at different stages of drought, we set experiments under
controlled conditions in a growth chamber and in a greenhouse. Firstly, we have evaluated
parent genotypes 'Tiber' and 'Starozagorski' for their yield potential and measured
phenological, morphological and physiological characteristics. In addition, we have
collected leaf samples for the genetic markers analysis and levels of expression for
protease and aquaporin genes. Measurements were carried out at three time points of
drought and at rehydration.

The results showed that 'Tiber' and 'Starozagorski' differ in some basic morphological
characteristics. No significant differences in number of days to flowering and days to pods
as well as in yield between the parental lines were determined. Nevertheless, significant
differences in physiological parameters were determined. Tiber' had a greater ability to
retain water in the leaves, what is evident from results shown for relative water content in
leaves (VVR) as well as in water potential (VP) at seventh’s day of drought, while for
‘Starozagorski' on day 4. On day 7, the VVR showed significant differences between the
parental lines. Faster response of plants to drought was demonstrated in results of VP,
since results showed significant differences between the parental lines already on day 4.
We found no significant differences between the parental lines on day 11. On the eleventh
day, four days after rehydration, rehydrated plants reached control value for VVR and VP.
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It has been shown that the substrate water content below 24 vol% has a strong influence on
the water content in plants due to a stronger response of plants to drought stress.

We did not find any significant interactions between treatments and days of drought among
all measured photosynthetic parameters, however we detected the impact of treatment and
variance for all parameters except for transpiration. Results of photosynthetic parameters
showed a strong response of plants to drought stress by rapid leaf stomata closure, causing
reduced transpiration and CO2 assimilation on the cost of net-photosynthesis reduction.
Similar to the results of the water potential, the results of photosynthetic parameters
showed poor tolerance to drought stress of 'Starozagorski' compared to 'Tiber'.

In order to gain as many polymorphic molecular markers as we can, we have evaluated the
parental lines using a variety of molecular markers, namely SRAP, RGAP, RAPD, ISSR,
semi-random, AFLP and microsatellites. The most polymorphic markers in our study were
ISSR markers, as the proportion of polymorphic combinations was 80%. The least
polymorphic were AFLP markers with a 10,5% share of polymorphism. For the study we
have used microsatellite markers, that are the most commonly used molecular markers for
the characterization and identification of diversity of common bean genotypes, which
allowed us to test a wide range of primers, allowing distribution of markers across the
entire common bean genome.

To characterize the parental lines on transcriptome level, we have evaluated the differences
in the expression level of protease and aquaporin (AQP) genes. Expression of both
isoforms of PIP and TIP genes, the two most important and most widely used subfamilies
of the MIP family, was reduced in all three stages of drought compared to control samples,
while expression levels in rehydrated plants were almost equal to their controls. Analysis
of two subtilases has also revealed differences in expression level between stressed and
control plants. Expression level of PvSLP1 decreased during drought, while expression
level of PvSLP1 increased. Despite a similar expression pattern, we detected significant
differences between more and less drought tolerant parental lines at the transcription level.

For the characterization of RILs, we have used traits, in which 'Tiber' and 'Starozagorski’
differ. For the construction of common bean genetic map we used results based on RIL
evaluations. We have arranged polymorphic markers into 10 linkage groups. With well-
distributed molecular markers, we obtained good coverage of the common bean genetic
map, which was used as the basis for mapping of quantitative trait loci (QTL). The QTL
analysis determined 18 loci of quantitative traits linked to molecular markers in five
linkage groups.

Our study confirmed previously determined QTLs locations, linked to the phenotype and
yield traits. We have mapped new QTLs for photosynthetic parameters which are
important indicators for plant response to drought stress. Results of our research could
serve as an improved tool for common bean breeding programs to improve tolerance to
drought and to foster more efficient selection of varieties for constantly changing
environment.
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za izolacijo DNA rekombinantnih inbridiranih linij. Zahvala gre tudi vsem ostalim
sodelavcem iz Oddelka za poljedelstvo, vrtnarstvo, genetiko in Zlahtnjenje za pomo¢ ter
prijetne, zabavne in pou¢ne pogovore.

Najlepsa hvala sodelavcem, ki so na tej raziskovalni poti postali moji iskreni prijatelji.
Hvala za roko, hvala za smeh, objem in v srce zapisane besede.

Za najvecjo podporo in zaupanje bi se zahvalila moji druzini in prijateljem, ki mi pustijo,
da sem to kar sem.

Res lepa hvala vsem!
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PRILOGA A

Fenotipske razli¢ice nekaterih prouc¢evanih morfoloskih znakov (Singh, 1991: 382).

Appendix A: Phenotypic versions of some of the studied morphological characters (Singh, 1991: 382).
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PRILOGA B

Seznam in nukleotidno zaporedje zadetnih oligonukleotidov mikrosatelitnih markerjev.

Appendix B: List and sequences of mikrosatellite primers.

St. Lokus Mikrosatelitska F:  Nukleotidno zaporedje parov zadetnih Tm D Referenca
ponovitev R: oligonukleotidov v smeri 5' — 3' (°C) (bp)
1 ATA002 (TAA)20(GAA 1. CGTCTGTGTTTGCTAGTA 47 129 Metais in
)10 2:  GAGAGAGGTGAAATTGAAAG sod. (2002)
2 ATA003  (TAA)9 1: CCGAAGACATAACTGATGAT 57 133 Metais in
2:  TGAGTACGTGCTGGAACTT sod. (2002)
3 ATA004  (TTA)8 1: CAGATTAGTTCTTTTGTCAT 52 134 Metais in
2:  GGCGTCATGAAACAAGAA sod. (2002)
4 ATA005  (TTN)42 1:  TCCGTAATTGGAACGGAACA 62 191 Metais in
2:  CCGATTTTCTTTTGGTCGCT sod. (2002)
5 ATA006  (TAT)19 1:  TGATTTGTCTAACACTTCAC 57 143 Metais in
2:  GGAGATGATTTGCATGTAG sod. (2002)
6 ATA007  (ATA)11 1:  ATAAATCTATTGAGTTCTAG 48 136 Metais in
2:  AACAAGTCAATAATCTAAAG sod. (2002)
7 ATA009  (AAT)12 1:  AAGCCACTGTAGCTGGAAGC 60 191 Metais in
2:  GCCCTTCTACTACCACTCTA sod. (2002)
8 ATA010  (ATT)11 1:  TTGTCATCCAAAGATTATTA 48 106 Metais in
2:  GACAATAATAAAAATGGTTT sod. (2002)
9 ATA013  (TTA)68 1:  ATTCATTAGCAACTCAAGC 47 263 Metais in
2:  TGAGTAGAGATAAACACATA sod. (2002)
10 ATA016 (TAA)14 1:  CAAAATGGAAAGAAAATGTC 47 175 Metais in
2:  TGTTCGTAAATCAAATCTTG sod. (2002)
11 ATA022 (TAA)I8 1:  GAGATGATTTGCATGTAGTA 60 152 Blair in sod.
2:  TCCTTGCTTCATTGATTTGT (2008)
12 ATA024 (TTA)18(2) 1: TGAGTAATGGTTACTATTATTA 60 98- Blair in sod.
2:  GTGCACATACAAAATCATTC 134 (2008)
13 ATA026  (TAA)12(2) 1: TGAAGGACAACTTGTTCAC 60 130-  Blairin sod.
2. GGCAACTGTTTACTGCTG 142 (2008)
14  ATA027  (TTA)13(1) 1: TGGAAGCCTATTATAACAATGA 60 130 Blair in sod.
2:  GAAGAAGAATAATAGTACGCCG (2008)
15 ATA030 (TAT)37(16) 1. AAGCCTATTATAACAATGAA 55 202 Blair in sod.
2. GATCATGAGTATAATAAGAA (2008)
16 ATA032  (TAA)9 1:  CACCATTTCAACGTTTGAG 55 105 Blair in sod.
2:  CAAAGTATTTGACGACACC (2008)
17 ATA069 (TTA)24 (2) 1:  TATATAATATTTACATTCGG Blair in sod.
2:  CAATAGAAAAACTCCTATAG (2008)
18  ATA071  (ATT)10 1: TTCAATTGACTTGAAGGTCAGG 57 193 Blair in sod.
2:  AATAACCCCAAACTGAGATAAA (2008)
19 ATA073  (TTA)1 1:  ATATTATTTATACAAATTTCAAA 47 97 Blair in sod.
G (2008)
2:  ATCGAGATCTAGAGAGAAGG
20 ATA074 (TTA)? 1:  AAT TAT TAG CAA AAA TAG 52 145 Blair in sod.
AGG TG (2008)
2:  TGC TAA ATT TCT ATC GTC TGA
GT
21  ATA076  (TAA)I2 (N)29 1. GATCTAATTTTITTGCTTCTT 50 198 Blair in sod.
(TA)8 2:  TGC TATTATATTCCT TTT CA (2008)
22 ATA077  (TAA)L2 1: CCAGGATTTGTAAAATCATCA 57 186 Blair in sod.
T (2008)
2:  TGT TTC TAG ATT TCT GGA TCT

G

Se nadaljuje.
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Nadaljevanje priloge B.

St. Lokus Mikrosatelitska F:  Nukleotidno zaporedje parov zadetnih Tm D Referenca
ponovitev R: oligonukleotidov v smeri 5' — 3' (°C) (bp)
23 ATA090 (TTA)8 1: GAGATGATTTGCATGTAGTA 50 121 Blair in sod.
2. TCCTTGCTTCATTGATTITGT (2008)
24 ATA108 (TTA)15 1: CAATGTTGG TATTTTATTTT 52 125 Blair in sod.
2 ACA AAA ACC ACA CAT TAT TA (2008)
25 ATAl12 (ATA)8 1: TTATAAAAC GGATCATTC TG 53 258 Blair in sod.
2:  CCATTCTTC ACT CAA ATA AT (2008)
26 ATAL13 (TAA)7 1:  GGT CTC TAT TTT AGT TTC TAT 52 176 Blair in sod.
TG (2008)
2:  CTC CAT TAC ATA TTT ACT TTA
cc
27  ATAL16  (TAA)L2 1:  CAAATT GAC AGG TCC AAAAT 56 118-  Blair in sod.
2. CAT GAT TAC GAA TTC GAG CT 145 (2008)
28 ATAI21  (ATA)9 1: TCA ACA TCA CAT GTAAAAGTC 58 91 Blair in sod.
A (2008)
2:  GAA AGT TTC CTC TTC CAG CTC
c
29 ATA133  (TAT)9 1: TTTGTCATATTATCG AATTT 51 182 Blair in sod.
2:  TAATCC GTATAT AAT TTT GG (2008)
30 ATAL38 (TTA)13 1: ACAATTGAAATTTATTTTCC 52 154 Blair in sod.
2. GGT ATA CTG AAA CAG GTT GT (2008)
31  ATA143  (ATT)15 1:  AAA TCT TAG TGA GTT ATT TAT 44 150-  Blairin sod.
T 172 (2008)
2:  AAATAT AGT GAT TGA TTG AGA
G
32  ATAL45  (TTA)20 (4) 1: ATG TGT CAT TTA GTA GAC TAA 49 138-  Blairin sod.
G 160 (2008)
2:  TAT CTC CTG ATA TAT TGA ATT
G
33  ATAI50 (TAT)11 1:  AGA GAG AAA AAATGAAGAGA 50 180-  Blair in sod.
2:  CGTCCT CAT AAA CAATAATA 210 (2008)
34 ATAL57  (ATA)11 1: TTGACAGGATTCATGACTGA 58 130 Blair in sod.
2: CAATGG  TCATTT ACA AAG CA (2008)
35  ATAL70  (TAA)15 (1) 1: CTGAGATAATTTGTAATAAT 44 122-  Blairin sod.
2: TTATAAATT TTATAC GTAAC 158 (2008)
36 ATAL72  (TTA)24 (5) 1:  ACG AAA AAC GAT AAATAAGA 48 142-  Blair in sod.
2. AAA AGG GTT ACC ATA GAA GT 160 (2008)
37  ATA173  (TTA)? 1: TAATTC TAATAC ATC ATG CG 51 168-  Blair in sod.
2:  AAT ACA TTG TAT CAT AAC CG 170 (2008)
38  ATA175  (ATT)7 1: CCCCCCAGAATTTACTTTAT 58 114-  Blairin sod.
2:  TCC AGC AAA GGA AGG ATATT 130 (2008)
39  ATAL80 (TAA)L1 1:  ATTATT TTATCA TGG ATG AA 49 212-  Blair in sod.
2. AAATTT CAA AAG AAA AAT AC 250 (2008)
40 ATA209  (TAA)16 (3) 1: CATAGTAACTTTGTTGTCCA 48 230-  Blair in sod.
2: TGAACATTGTTT TCT TCT AA 243 (2008)
41  ATA220 (TTAB(TAT)4 1. CTTTATATAAAGAAGATATA 39 76- Blair in sod.
(ATT)5 2 ATG AGA TAA TTA TAA TAA TA 119 (2008)
42  ATA226  (TAT)9 1: CAT GCC GCACAC ATTATATT 60 158-  Blair in sod.
2. TTTTTT CCA ATT CTG TGC TG 175 (2008)
43  ATA234  (TAAYY 1:  TTTTTC TTA GAA AGT GGC GT 58 188-  Blair in sod.
2. AGT AAG GCAAAGTTTTTG GC 234 (2008)

Se nadaljuje.
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Nadaljevanje priloge B.

St. Lokus Mikrosatelitska F:  Nukleotidno zaporedje parov zadetnih Tm D Referenca
ponovitev R: oligonukleotidov v smeri 5' — 3' (°C) (bp)
44 ATA236  (TTA)8 1. AGAATTCAGTITCATGCCTC 58 200-  Blairin sod.
2:  CCA AGG AAA ATG AAA AAG TC 232 (2008)
45  ATA241  (TTA)LT7 1: ATTGATTTGCGAACACTCAC 60 128-  Blairin sod.
2:  ATG CAT GAT TAC GAA TTC GA 200 (2008)
46  ATA243  (TAT)8 1: ACTATATTGGGTCTCCTAAA 52 184-  Blairin sod.
2. CCAATTCCATAT GTAAGT TT 219 (2008)
47 ATA244  (TAT)15(2) 1: TGG CGG TAG AAA TAT GAAAA 56 178-  Blairin sod.
2:  GAG ATG GAA GAT GGG TTC AG 220 (2008)
48 ATA247  (TAT)15 (1) 1:  AAACAATGC ATAAAAAGTCC 55 158-  Blair in sod.
2. AGAGTT TAT TGG ATT AAG CG 188 (2008)
49  ATA248  (TAA)L5 (3) 1: GAGAGTATGGGTGTGTGCTG 56 124-  Blairin sod.
2. CCTCCT CCT CAC CAC TCT AA 138 (2008)
50 ATA268 (TA)9(ATA)LI5 1. AAAAGAAAAACAATTATTGC 52 148-  Blairin sod.
(ATG)8 2. CAT ACA CAA ACA TGT CTT CA 195 (2008)
51  ATA269 (TTA)11 1:  AACAGG AAAATATCATCTTA 49 102-  Blairin sod.
2:  GAATAA ATC TAT TGG AGT TC 132 (2008)
52 ATA288  (TTA)16 (3) 1: ATAAAATTTATAATG GATGG 49 174-  Blairin sod.
2: GGG AATCCTCTT TAT ATATA 208 (2008)
53 ATA289 (TAT)2(AAT)L 1. GGATGTATTGCCCAAAATTA 56 235-  Blairin sod.
2 2: TTG GGG CAC TTATAATTT GA 265 (2008)
54  ATA296  (TTA)11 1:  TTTCATATT TTT CCA CGA CC 58 135-  Blair in sod.
2. TAACCC TTT CTT TAC CCC TT 175 (2008)
55 BMO003  (GAA)3GATG 1. CAGAAGTGCTTATCCCCGAG 60 193  Gaitan-Solis
AA(GCA)2 2. TGAAATCTTCCCCTCCTTCA in sod.
(GAA)4 (2002)
56  BMO006  (GAAAA)3 1:  AGGGTTTACACACGACAGGC 60 153  Gaitan-Solis
2:  GGTTGATATGCCCTCATGGT in sod.
(2002)
57 BMO16  (CA2ITA(CA 1. CACCGGGAGTGGCTGACA 60 149  Gaitan-Solis
)5 2:  GTTTGGGGCGGAGTTCGA in sod.
(2002)
58 BM020  (CAGA)3GAC 1. ATCCGTAGAGAGGTGAACGG 52 146 Gaitan-Solis
/2°~(CAGA)1 2:  ATGAGTGCAGTTTGGTGCAG |(r21 ggg)
50 BMO025  (CA)I7CG(CA 1. CGCCTCCAACGGTCTTCT 52 227 Gaitan-Solis
)21 2. CAAGCAGGTGCGAATCCA '(;ggg)
60 BMO048  (GA)5 1.  GCCGTTGAGCTGGAGAGCA 60 232 Gaitan-Solis
2:  CCTTCTTCTTGAGCCCGCTG in sod.
(2002)
61 BMO053  (CT)21(CA)19( 1. AACTAACCTCATACGACATGAAA 287  Gaitan-Solis
TA)9 2:  AATGCTTGCACTAGGGAGTT in sod.
(2002)
62 BMO067  (CA)31(CG)5( 1. CCAATGCTGCCACACAGATA 45 289  Gaitan-Solis
CA)10 2:  CGCCCTTATGATCCAGTCCT '(2 ggg)
63 BMO068  (CABTA(CA) 1. TTCGTTCACAACCTCTTGCATT 60 170  Gaitan-Solis
4TA)A(CA 2: TGCTTGTTATCTTGCCCAGTG in sod.
)5 (2002)
64 BMO79B  (GA)28 1: CATGGAGGTAGAGGATAATAAG 47 125  Gaitan-Solis
GAG in sod.
2:  CATTAGAGCCGCCACTTG (2002)

Se nadaljuje.
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Nadaljevanje priloge B.

St. Lokus Mikrosatelitska F:  Nukleotidno zaporedje parov zadetnih Tm D Referenca
ponovitev R: oligonukleotidov v smeri 5' — 3' (°C) (bp)
65 BMO098  (CA)8(CT)3 1.  GCATCACAAAGGACTGAGAGC 60 247  Gaitan-Solis
2:  CCCAAGCAAAGAGTCGATTT '(2 ggg)
66 BM114  (TA)S(GT)I0 1. AGCCTGGTGAAATGCTCATAG 45 234 Gaitan-Solis
2:  CATGCTTGTTGCCTAACTCTCT I(rz] 58‘21)-
67 BMI137  (CT)33 1:  CCGTATCCGAGCACCGTAAC 155  Gaitan-Solis
2. CGCTTACTCACTGTACGCACG '(rz‘gg‘zj)
68 BM138  (GT)13 1:  TGTCCCTAAGAACGAATATGGAA 45 203  Gaitan-Solis
TC in sod.
2:  GAATCAAGCAACCTTGGATCATA (2002)
AC
69 BM139  (CT)25 1:  TTAGCAATACCGCCATGAGAG 45 115-  Gaitan-Solis
2. ACTGTAGCTCAAACAGGGCAC 118 '(fz‘ggg)
70  BM140  (GA)30 1.  TGCACAACACACATTTAGTGAC 60 190  Gaitan-Solis
2:  CCTACCAAGATTGATTTATGGG in sod.
(2002)
71  BM141  (GA)29 1. TGAGGAGGAACAATGGTGGC 218  Gaitan-Solis
2. CTCACAAACCACAACGCACC '(rz‘ggg)
72 BM142  (GA)I0A(GA) 1. TTCCGCTGATTGGATATTAGAG 60 157  Gaitan-Solis
15 2:  AGCCCGTTCCTTCGTTTAG in sod.
(2002)
73  BM143  (GA)35 1.  GGGAAATGAACAGAGGAAA 143 Gaitan-Solis
2:  ATGTTGGGAACTTTTAGTGTG '(g ggg)
74 BM146  (CTGTTG)4- 1. GAGATGAGTCCTTTCCCTACCC 60 281  Gaitan-Solis
(CTC)- 2. TGCAGACACAATTTATGAAGGC in sod.
(TTG)3(CT (2002)
G)3-
(CTG)4
75 BM147  (CGA) 1.  GGAACCAACAAGTTCCACTTAG 60 178 Gaitan-Solis
2.  GAGACTGTGCTTTCGGACTC in sod.
(2002)
76  BM148  (CAG)5- 1.  TTGAAACTCTCTTTGCAGACAC 60 205  Gaitan-Solis
(CAAS- 2 AACTAATCCATTTGCACTACCC in sod.
CAT(CAA) (2002)
3CAT(CA
A)3
77  BM149  (TGC)B(TAG)3 1. CGATGGATGGATGGTTGCAG 60 273 Gaitan-Solis
2:  GGGCCGACAAGTTACATCAAATT in sod.
2 (2002)
78  BMI150  (TA)B(TG)19 1. CGAACTATTTGATACTCATGTGC 55 196  Gaitan-Solis
2:  TTGCAGGACAGATAAGTTAGAAG in sod.
A (2002)
79 BMI151  (TC)l4 CACAACAAGAAAGACCTCCT 56 153  Gaitan-Solis
TTATGTATTAGACCACATTACTTC in sod.
C (2002)
80 BM152  (GA)31L 1. AAGAGGAGGTCGAAACCTTAAA 60 127 Gaitan-Solis
TCG in sod.
2:  CCGGGACTTGCCAGAAGAAC (2002)
81 BMI153  (CA)5(TG)(CA 1. CCGTTAGGGAGTTGTTGAGG 57 226 Gaitan-Solis
)3CG(CA)1  2: TGACAAACCATGAATATGCTAAG in sod.
0(TA)4 A (2002)

Se nadaljuje.
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Nadaljevanje priloge B.

St. Lokus Mikrosatelitska F:  Nukleotidno zaporedje parov zadetnih Tm D Referenca
ponovitev R: oligonukleotidov v smeri 5' — 3' (°C) (bp)

82 BMI154 (CT)17 1: TCTTGCGACCGAGCTTCTCC 64 218 Gaitan-Solis
2. CTGAATCTGAGGAACGATGACCA in sod.
G (2002)

83  BMI155 (CA)8 1:  GTTCATGTTTGTTTGACAGTTCA 60 114 Gaitan-Solis
2. CAGAAGTTAGTGTTGGTTTGATA in sod.
CA (2002)

84  BMI156 (CT)32 1: CTTGTTCCACCTCCCATCATAGC 64 267 Gaitan-Solis
2:  TGCTTGCATCTCAGCCAGAATC in sod.
(2002)

85  BM157 (GA)16 1:  ACTTAACAAGGAATAGCCACACA 56 113 Gaitan-Solis
2:  GTTAATTGTTTCCAATATCAACCT in sod.
G (2002)

86 BM158 (CT)22 1: CCGAGCACCGTAACTGAATGC 64 130 Gaitan-Solis
2: CGCTCGCTTACTCACTGTACGC '(gggg)

87 BMI159 (CT)9(CA)8 1: GGTGCTGTTGCTGCTGTTAT 60 198 Gaitan-Solis
2.  GGGAGATGTGGTAAGATAATGA in sod.
AA (2002)

88  BM160 (GA)15(GAA) CGTGCTTGGCGAATAGCTTTG 64 211 Gaitan-Solis
5 CGCGGTTCTGATCGTGACTTC '(2 Osgg)

89 BMI161 (GA)7(GA)8 1: TGCAAAGGGTTGAAAGTTGAGA 60 185 Gaitan-Solis
G in sod.
2:  TTCCAATGCACCAGACATTCC (2002)

90 BM164 (GT)9(GA)21  1: CCACCACAAGGAGAAGCAAC 60 182 Gaitan-Solis
2:  ACCATTCAGGCCGATACTCC in sod.
(2002)

91  BMI165 (TA)3(CA)9 1: TCAAATCCCACACATGATCG 60 177 Gaitan-Solis
2. TTCTTTCATTCATATTATTCCGTT in sod.
CA (2002)

92  BMI166 (CA)3T(CA)7 1. AAAGTGGGAGAGAAACACTACA 60 151 Gaitan-Solis
CcC in sod.
2:  GATGCTGGCTTTCCATTGAG (2002)

93  BMI167 (GA)19 1: TCCTCAATACTACATCGTGTGAC 64 165 Gaitan-Solis
C in sod.
2:  CCTGGTGTAACCCTCGTAACAG (2002)

94  BML170 (CT)SCCTT(C 1: AGCCAGGTGCAAGACCTTAG 57 179 Gaitan-Solis
m12 2:  AGATAGGGAGCTGGTGGTAGC '('; ggg)

95 BM171 (GA)13 1: TGGCATTTCAGATTAACACTCC 57 149 Gaitan-Solis
2:  CTTCCTTGCTGTTTCCACTG in sod.
(2002)

96 BM172 (GA)23 1: CTGTAGCTCAAACAGGGCACT 60 107 Gaitan-Solis
2:  GCAATACCGCCATGAGAGAT '(rz‘ggg)

97 BM173 (GT)16(GA)30 1: ATGCGTAAGCGAGGGAGAG 45 185 Gaitan-Solis
2: CCAGTATATAACGCTGCTGCTG '(gggg)

98  BM175 (AT)5(GA)19  1: CAACAGTTAAAGGTCGTCAAATT 56 170 Gaitan-Solis
2:  CCACTCTTAGCATCAACTGGA in sod.
(2002)

99  BMI181 (CT)17 ATGCTGCGAGTTAATGATCG 60 192 Gaitan-Solis
TGAGGAGCAAACAGATGAGG in sod.
(2002)

Se nadaljuje.
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Nadaljevanje priloge B.

St. Lokus Mikrosatelitska F:  Nukleotidno zaporedje parov zadetnih Tm D Referenca
ponovitev R: oligonukleotidov v smeri 5' — 3' (°C) (bp)

100 BM183 (TC)14 1: CTCAAATCTATTCACTGGTCAGC 57 149 Gaitan-Solis
2:  TCTTACAGCCTTGCAGACATC in sod.
(2002)

101 BM184 (AC)11 1:  AGTGCTCTATCAAGATGTGTG 56 160 Gaitan-Solis
2:  ACATAATCAATGGGTCACTG in sod.
(2002)

102 BM185 (CT)12 1:  AAGGAGGTTTCTACCTAATTCC 60 105 Gaitan-Solis
2:  AAAGCAGGGATGTAGTTGC in sod.
(2002)

103 BM187 (CT)10T(CT)L 1: TTTCTCCAACTCACTCCTTTCC 58 191 Gaitan-Solis
4 2. TGTGTTTGTGTTCCGAATTATGA '(gggg)

104 BM188 (CA)I8(TA)7  1: TCGCCTTGAAACTTCTTGTATC 57 177 Gaitan-Solis
2:  CCCTTCCAGTTAAATCAGTCG in sod.
(2002)

105 BM189 (CT)13 1: CTCCCACTCTCACCCTCACT 60 114 Gaitan-Solis
2. GCGCCAAGTGAAACTAAGTAGA '(gggg)

106 BM195 (GA)23 1: ACTGTAGCTCAAACAGGGCACT 59 138 Gaitan-Solis
2:  TCCGAGCACCGTAACTGAAT '(2 Osgg)

107 BM197 (GT)8 1: TGGACTGGTCGATACGAAGC 59 201 Gaitan-Solis
2:  CCCAGAAGATTGAGAACACCAC in sod.
(2002)

108 BM199 (GA)15 1:  AAGGAGAATCAGAGAAGCCAAA 59 304 Gaitan-Solis
AG in sod.
TGAGGAATGGATGTAGCTCAGG (2002)

109 BM200 (AG)10 TGGTGGTTGTTATGGGAGAAG 60 221 Gaitan-Solis
ATTTGTCTCTGTCTATTCCTTCCA in sod.
c (2002)

110 BM201 (GA)15 1: TGGTGCTACAGACTTGATGG 57 102 Gaitan-Solis
2:  TGTCACCTCTCTCCTCCAAT in sod.
(2002)

111 BM202 (GA)IGT(GA) 1: ATGCGAAAGAGGAACAATCG 59 156 Gaitan-Solis
4 2:  CCTTTACCCACACGCCTTC in sod.
(2002)

112 BM205 (GM11 1: CTAGACCAGGCAAAGCAAGC 59 137 Gaitan-Solis
2:  TGAGCTGGGATTTCATTTCTG in sod.
(2002)

113 BM209 (TA)A(TG)16  1: CAACCAATGAATGCTGACAATG 129 Gaitan-Solis
2:  CAATTTCTTGATTGAAAGGCAAT in sod.
(2002)

114 BM210 (CT)15 1:  ACCACTGCAATCCTCATCTTTG 60 166 Gaitan-Solis
2: CCCTCATCCTCCATTCTTATCG in sod.
(2002)

115 BM211 (CT)16 1: ATACCCACATGCACAAGTTTGG 60 186 Gaitan-Solis
2:  CCACCATGTGCTCATGAAGAT in sod.
(2002)

116 BM212 (CA)13 1:  AGGAAGGGATCCAAAGTCACTC 59 214 Gaitan-Solis
2:  TGAACTTTCAGGTATTGATGAAT in sod.
GAAG (2002)

117 BM213 (CTT)4(CT)5( AACCCTAAGCTTCACGCATTTG 55 154 Gaitan-Solis
CTT)(CT( GAGAGATTGACGACGGTTT in sod.
CTT)(CT)4 (2002)

Se nadaljuje.
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Nadaljevanje priloge B.

St. Lokus Mikrosatelitska F:  Nukleotidno zaporedje parov zadetnih Tm D Referenca
ponovitev R: oligonukleotidov v smeri 5' — 3' (°C) (bp)
118 BM214 (TAA)4 1: TTTGACAAAGCAGCTCCAG 57 294 Blair in sod.
2. AATTAGAACCTCCTTTAGATACC (2009b)
AA
119 BM215 (TCG)4 1: TCTCCTCGCGCCGTTC 60 187 Blair in sod.
2. CAAGAGACCCAGACCCAGAC (2009b)
120 BM216 (GT)6 1: GTGGTACGCCAAACCTTCG 60 148 Blair in sod.
2:  ACCACCACACTTCCACCAAT (2009b)
121 BM217 (GT)5 1: GCGTATGGCACTCTGAAGGT 60 111 Blair in sod.
2.  GCCCGTGCTTGAGGATTAC (2009b)
122 BM218 (GA)15 1: GAGTGGGGAACGAAGCATAA 60 103 Blair in sod.
2:  GAAGTGCATTGCTGAGGTGA (2009b)
123  BM219 (TG)2(TA)2(T 1: GCGTATGGCACTCTGAAGGT 60 111 Blair in sod.
G)6 2. GCCCGTGCTTGAGGATTAC (2009b)
124  BM220 (GA)4(CA)3(C 1: AGTGACGAACAAGGGACTGG 60 150 Blair in sod.
A)3 2. TCAAGTCAGCCAGCAAGAAA (2009b)
125 BM221 (CT)21(CT)3 1: CCCCTCAGGTTTGGACTCTT 57 149 Blair in sod.
2  GGAATGAGAGAGAAAGCATGG (2009Db)
126 BM222 (CT)4 1: CCCCTCAGGTTTGGACTCTT 57 249 Blair in sod.
2:  GAGGCTGTTGTAGGAATTGG (2009b)
127 BM223 (TAA(TA)7 1: TTTGGGTCGTTTACCAGTATCA 57 167 Blair in sod.
2:  TTTATGCCAAAGAGTCATTTCAA (2009Db)
128 BM224 (GGT)3(GGA) 1: GAGGACCAAACACCGGAAC 60 121 Blair in sod.
3 2:  CCTCCAGGACAGATGGTGAG (2009b)
129 BM225 (GCT)5(GAG) 1: GAGCCTGGAAGGAAAAGAAGA 60 169 Blair in sod.
2 2. CGCGCAATTAACCCTCACTA (2009b)
130 BM226 (GGT4(GGC) 1: GGGTGTGAGCGTGTTCATC 60 156 Blair in sod.
2 2. ACTTCTCGTCAATCCCAACG (2009b)
131  BM227 (CTG)5 1: CTTGTTCACCCAAACCCTGA 60 122 Blair in sod.
2:  GTTCGCCAATGCTACCTACG (2009b)
132 BM228 (AG)4(CA)4 1: GTTATGCCCAGAAGCAGAGG 60 120 Blair in sod.
2:  GCCCCCAAATGAGAAACCTA (2009b)
133 BM229 (CA)5 1: TGCCCGTGCTTTAGGATTAC 57 138 Blair in sod.
2. AAAAATCTGTTCACCCAGGA (2009b)
134  BM230 (GT)7 1: GCGTATGGCACTCTGAAGGT 57 121 Blair in sod.
2:  TAGTTGCTTGCTCGTGCTTC (2009b)
135 BM231 (CA)5(TA)2(C  1: TGCCCGTGCTTTAGGATTAG 60 135 Blair in sod.
A)2 2:  TGTTCACCCACGGTATCTGA (2009b)
136 BM232 (AC)3(CA)4 1: TGCAGAAGATGGACCAAAGA 57 112 Blair in sod.
2. GCAAAACATATCGTGCAAGTG (2009b)
137 BM233 (CA)5(CCA)2  1: AACCAGTTGCCTGTCCAACA 57 177 Blair in sod.
2:  AGGAAGGACGGCTTTATGCT (2009b)
138 BM234 (GCTT)5 1: CACCGAATCCGAGAGAACTG 60 146 Blair in sod.
2:  AGTGTTTCCTTCCGGGCTTC (2009b)
139 BM235 (GCA)4(GCA) 1: GAGTGTTGCACCGTCGAGA 60 145 Blair in sod.
4 2. GGTCCTTGCTTGGTGATAGG (2009b)
140 BM236 (GA)25 1: GCTGAAAAGAGGAGGTCGAA 60 130 Blair in sod.
2:  GGACTTGCCAGAAGAACTGC (2009b)
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141 BM237  (GA)26 1. CTGCAGCTCAAACAGGGC 60 113 Blairin sod.
2:  GCAATACCGCCATGAGAGAT (2009b)

142 BM238  (GA)l4 1: GGTCCCTGATTGAAAAACTAAA 55 150  Blair in sod.
2. GCAAAACTTTTAGCAATCTTACA (2009b)

143 BM239  (TC)12 1:  CTGCTACTACTCCCACTACTTCA 55 113 Blairin sod.
2:  ATGTAAGCCATTCCCTCTTC (2009Db)

144 BM240  (CCA)7 1:  CAGCAGAAACAGCAGCAGAA 60 138 Blairin sod.
2:  ATGGAGAGGGTAGCCGATGT (2009Db)

145 BM241  (TG)6 1: TGGCACTCTGAAGGTGGTAA 60 147  Blairin sod.
2:  TGGAACCTTGGACAAATTGAG (2009b)

146 BM242  (TG)2(TG)5 1:  TCAAGTCAGCCAGCAAGAAA 60 226 Blair in sod.
2:  GCTGAGAATGTTGGGAACG (2009b)

147 BM243  (TA)S 1:  TGTTCTATTTTCTGACTCCCTCTC 58 218 Blairinsod.
2:  TGTCGACAAAGCAATCAGAC (2009b)

148 BM244  (TG)6 1:  GCGTATGGCACTCTGAAGGT 58 119 Blairin sod.
2:  TAGTTGCTTGCTCGTGCTTC (2009b)

149 BM245  (CCA)5(CCA) 1. ACCCCAAACAGTACCAACCA 60 186 Blair in sod.
2 2. CCACCATATCCAAGCCTGTC (2009D)

150 BM246  (CA)5(CA)2 1:  AGAAACGCTTTGGTTGCTTG 58 122 Blairin sod.
2:  TGGCACTCTGAAGGTGGTAA (2009b)

151 BM247  (TTA)S 1:  CCAACTTCTAAAGCGCGTGT 58 126 Blairin sod.
2. CACGGTATGCGTTTGGACTA (2009D)

152 BM248  (TG)5 1:  ATTCACCTCCGTCTCTGAGC 58 129 Blairin sod.
2. TCGTGCTTCAAGGTCACGTA (2009b)

153 BM249  (TC)4(TC)5 1:  CACGAACTTCATTCATCACTTC 58 159 Blair in sod.
2:  TCTCGGCCATAGGAGTTACC (2009b)

154 BM250  (CA)6 1:  TTCTTCATCCGACCCAACTC 58 165  Blair in sod.
2. TGTGTTAGATTCGGGAGTTTCA (2009b)

155 BM251  (TAA)(TTA)4 1. AACATTTCCAGCCGAATCAT 58 199  Blairin sod.
2. TTCAGGAACGATCTCCTTTG (2009b)

156 BM252  (CT)7(CT)4 1: CTGGGCGTAGTCCAAGTTGT 58 110  Blairin sod.
2. GGTACCTGCAAAAATATCAAGC (2009b)

157 BM253  (CT)5 1:  GGAATCATTTCAACCCCATAAG 58 150  Blair in sod.
2:  ATTCCGCGAAGAAAATAAGG (2009b)

158  BMb0002 1:  AATGTCTTTCCGACACATTC 52 Cordoba in

2. GACCAATTGATTTAGTTCGG sod. (2012)

159  BMb0004 1:  TTGAGCATGCTTGTCTAGTG 53 Cordoba in

2. TTGCATGATATTGATGATCC sod. (2012)

160 BMb0010 1:  GAGGCAATTCGTTTGAAATA 49 Cordoba in

2. AGACAATCCGTTATACAATCT sod. (2012)

161 BMb0032 1:  CTGACCTCGATCTTTCTGAG 54 Cordoba in

2:  GAACCATCCAGTTAAACCAA sod. (2012)

162 BMb0057 1:  CAAAGCTTGAACACACTTGA 52 Cordoba in

2. TTACATAGTGGACGGGATTC sod. (2012)

163 BMb0064 1. GGTGTTGGCGATATAAAGTC 52 Cordoba in

2. TATAATGGAACCCATAACGG sod. (2012)
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164 BMb0066 1: AACACAATCCCAATGTTACC 51 Cordoba in
2:  AATAATTCATGATTCCTCGG sod. (2012)
165 BMb0083 1: CCAATTGGCGAATACTTTAC 51 Cordoba in
2. AATACTCATATGCAATAGTCAAA sod. (2012)
166 BMb0096 1: CATAAAGCACGTCACTTCAA 52 Cordoba in
2:  GCCTTGGACACTACCATTT sod. (2012)
167 BMb0133 1:  ACCTCTGAGGGAGAAGATGT 52 Cordoba in
2. GATAAATGTGTGAATGCCCT sod. (2012)
168 BMb0152 1:  ACGCAGAGAAATCTCCAATA 46 Cordoba in
2.  CCTTCCATGATTTGTTGTTT sod. (2012)
169 BMb0160 1: TATGCTGACCTTGGAACTTT 52 Cordoba in
2 GGTAAACTGCAATTGGTCTC sod. (2012)
170  BMb0182 1:  AAATTCCAACCTCTGTGCTA 46 Cordoba in
2. TTTGGCTGTGATTCTTCTTT sod. (2012)
171 BMb0185 1: GACATTGGCTCAGTTTCATT 52 Cordoba in
2:  TCATCATCATCTGTTACATCAA sod. (2012)
172 BMb0191 1: GCTCTGACTCTGGTGTTGAT 52 Cordoba in
2:  TTCCAAAGACAGTTCAGGTT sod. (2012)
173 BMb0247 1: ATCCTAGGGAGTCATGAAGG 54 Cordoba in
2 AGAATTGTAACCACACCGAC sod. (2012)
174  BMb0250 1: TTGGTGGAGGAGAGATTAGA 51 Cordoba in
2:  TGTTTATCATGTTGGAATCCT sod. (2012)
175 BMb0256 1: CTCCGCACTTACTTAACCAC 52 Cordoba in
2.  GGCATGGTCTTCTTTAGTTG sod. (2012)
176  BMb0264 1: TGTACGTATGTTTGCAATGG 45 Cordoba in
2.  TGATCAAAGGAATCAACAAA sod. (2012)
177 BMb0266 1:  AAATTCAAACCAGCCATTC 45 Cordoba in
2.  GGCAATTACATTTGGAGAAA sod. (2012)
178 BMb0267 1: TGAGCATCCTCTACTTGGTT 52 Cordoba in
2. AATCTCGCCTCTCTCTCTTT sod. (2012)
179 BMb0277 1: GTAGGTCAACTCGGCTATTG 52 Cordoba in
2. GCTTTATGCACACGTTTATTC sod. (2012)
180 BMb0279 1: TCGTGTTAACCTTGCAATAA 46 Cordoba in
2:  AAACGGTTATAAGGAGAATC sod. (2012)
181 BMh0290 1: TGGTTGGATTTGGAATTTAT 45 Cordoba in
2. AACATTAGGCAAGAAACCAA sod. (2012)
182 BMb0293 1: CAATTCTACACTTTGGTGGG 52 Cordoba in
2. AACGTCATTGATTTGACTCC sod. (2012)
183 BMb0302 1: TTTGGATGATGTTTGATTATTG 46 Cordoba in
2:  ATTAATCCGTGGGTGTTAGA sod. (2012)
184 BMb0310 1: TTTGAATTGATAAGGATAAGTTG 51 Cordoba in
2:  TGTACGCGTGTTTGAGTAAG sod. (2012)
185 BMb0318 1:  AAGCTTGATCTTTGATGGAA 46 Cordoba in
2:  GCTTAACAATTGAGAGGTTGA sod. (2012)
186 BMb0339 1: CGCCATAGTTGAAATTTAGG 52 Cordoba in
2:  CGTGAGCATATGTATCATTCTT sod. (2012)
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187 BMb0341 1. CATGAAATGCATCGAAATAC 51 Cordoba in
2. GGGAGATTGATAGGGTGAAT sod. (2012)
188  BMb0349 1:  TCAGTAAGAAAGGAGGACGA 52 Cordoba in
2. TCGTCCATCTTCAAGGTTAG sod. (2012)
189 BMb0356 1:  TCCGAATTTCTTAATTTCACTT 46 Cordoba in
2. ATCGCGGATTTATATGTGTC sod. (2012)
190 BMb0362 1:  TATTCTGTCGGGCATTCTTA 52 Cordoba in
2. CCTCGCTAGAACAATCAAAG sod. (2012)
191 BMb0386 1: CCAAATAGTAGGGTGAACCA 52 Cordoba in
2. ATTGGAAGAGGTGCAACTAA sod. (2012)
192 BMb0405 1:  TGATTCTTTCAAATTGAGCA 45 Cordoba in
2. TGCAACCTAGCTCCTTTAAC sod. (2012)
193 BMb0414 1:  AACGACCATTCGTAGAAAGA 52 Cordoba in
2:  GCTCACAAATACGTCGTAGG sod. (2012)
194 BMb0419 1:  ACAGACGTGACAACAACTTT 51 Cordoba in
2. TCCATATTTGCATACTTTATGTT sod. (2012)
195 BMb0428 1:  TCGGGTAGAAATGTTCCTTA 52 Cordoba in
2. CATGCATTCTTTCTTCTTCC sod. (2012)
196  BMb0445 1:  CCAAGCTCTGAATCAATCAT 52 Cordoba in
2:  CCAAGTTAACAAATTGAGCC sod. (2012)
197 BMb0447 1:  ATACCCTCCCTAATCTCAGC 45 Cordoba in
2:  ATGTTATTAGTGTTTGCAATG sod. (2012)
198 BMb0474 1:  TTGCTGGAAAGTAACCCTAA 52 Cordoba in
2. TCCGTTTAATACATCCAAGG sod. (2012)
199 BMb0475 1:  AGCTAACCTTCATGTGGAAA 52 Cordoba in
2. CCATGAAGAGAGAACTGGTG sod. (2012)
200 BMb0477 1:  AAAGCCAACAAAGGACTTCT 52 Cordoba in
2. AAAGTTTGAAATATACGTTGGG sod. (2012)
201 BMb0484 1:  CAGCTAAACTTTCCGATTTG 52 Cordoba in
2. TGACTCAAACCAACTTATGC sod. (2012)
202 BMb0488 1. TTGCTTATTGTTTCCGATTT 45 Cordoba in
2. AAGCCTTGCAAAGAGTTAAA sod. (2012)
203 BMb0489 1:  ACAAACCTTTATTGACCAGC 52 Cordoba in
2. AAATCAATATCCTTGACTGAAAG sod. (2012)
204  BMb0502 1:  ATTCTCAGGCAGGAAACATA 52 Cordoba in
2. ACGACCCACAATCACTTAAA sod. (2012)
205 BMb0506 1:  GGTACTTGAGAGGGATCAGA 52 Cordoba in
2:  TCAGTCCACAGAAATCATCA sod. (2012)
206 BMb0508 1:  TTGAGACAAATGACTCACCA 52 Cordoba in
2. CGTGTTCCTTTAAACAATCC sod. (2012)
207 BMb0513 1:  CAAAGGCCTAGGATCTACAA 54 Cordoba in
2. CCTTCACAACTACTGCTACAAA sod. (2012)
208 BMb0519 1:  CGGGAACCTAGACACACTAC 52 Cordoba in
2:  TGATTTACCTTAGCTTCCCA sod. (2012)
209 BMb0521 1:  AACACAGGGCAAATTACTGT 53 Cordoba in
2. TTGAGTGATACGCAGAAAGA sod. (2012)
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210 BMD0531 1. CAAATTCATAAGCGTCACAA 51 Cordoba in
2:  CCAAGAATGATTTAGTGGGA sod. (2012)
211  BMb0539 1:  TTCCAGGTTATTTCATTTCTTT 46 Cordoba in
2. TGAGTTATGAGTTAAGTACAGCA sod. (2012)
212 BMb0559 1:  ACTAATGGCAACGTCAAACT 52 Cordoba in
2. GAGGTTCTTCATCCTCAACA sod. (2012)
213 BMb0563 1: TTGCTGCTATGAACTGATTC 52 Cordoba in
2. CCATGAAACTGACTTTGGTT sod. (2012)
214 BMbO571 1:  CTCCCAAATTTGTTGAAGAG 52 Cordoba in
2. GTAACAATAGCAGTGAGGGC sod. (2012)
215 BMb0578 1:  AAGTGGAGGGTGAAACATTA 52 Cordoba in
2. CGCTAACGTTATTTCTCCAT sod. (2012)
216 BMbO581 1:  GCTTACGTGCACCTTTATTT 52 Cordoba in
2. CATTTAGGTCAGCTCGATTT sod. (2012)
217 BMb0588 1:  ATTATCCAAACATGATCCGT 51 Cordoba in
2. TCATACTGAAGTCATGCCAA sod. (2012)
218 BMb0590 1: TAGTTGTTGGTACGCATCTG 52 Cordoba in
2:  TGACAATCAGACAACTTGGA sod. (2012)
219 BMb0601 1:  ATTGATCGTATGCAAGGTTT 51 Cordoba in
2. ACCTGCCATAAATAATGTGT sod. (2012)
220 BMbO611 1:  TTTCAACCAATATGAAAGCA 45 Cordoba in
2. TGTTTAATCAACTGCTGCAA sod. (2012)
221 BMb0619 1:  GATGGACACACTCACAAACA 54 Cordoba in
2:  TGTGTTCTACCACCAACAGA sod. (2012)
222 BMb0621 1. TGTGCTTAGTGTGTGAGGAG 52 Cordoba in
2. TGAATGTCCCTTATTGGAAC sod. (2012)
223 BMb0653 1:  ATTTGTAAAGAACTCGCCAA 48 Cordoba in
2. AGATAACAAGAACAATCATAAA sod. (2012)
G
224 BMb0654 1: CGCATCGATCAAAGATAGTC 52 Cordoba in
2. CTCTTTCCCAACAAATGAAG sod. (2012)
225 BMb1010 1: GATAACCAGATAAGACAGACC 52 Cordoba in
2 TAGATATTCTATCGCTCAGG sod. (2012)
226 BMb1016 1:  CTACAGTTGTTACTCGTGTGT 52 Cordoba in
2. GGAGAAACACTTGATGATAC sod. (2012)
227 BMb1024 1:  CTCTAGAAATCTCTCCAACTC 52 Cordoba in
2. CTATGCTCTTCCTAATGACA sod. (2012)
228 BMb1036 1:  ACATATGAAGTGAGTGAAGG 52 Cordoba in
2. GATCTCAATCTGAAAGTGTG sod. (2012)
229  BMb1067 1:  CGACATACCAAACTTTATCC 52 Cordoba in
2: TGGTTATGATGTGTACTAGGTC sod. (2012)
230 BMb1071 1:  ATAGCATAGACACTCGGATA 52 Cordoba in
2:  GTATCGGTGGAGTATTTAAC sod. (2012)
231 BMb1074 1:  ATCCCATCATAACAAGCTAC 52 Cordoba in
2. ACTAACCACACTAACCACTACT sod. (2012)
232 BMb1079 1:  ACTACAGGAAAGACTAACACAG 52 Cordoba in
> sod. (2012)

TTTCTTAGAGAGAGGGTTTC
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233 BMb1080 1: AGGGTTTGTTGTTGAGTG 49 Cordoba in
2:  CCTATACTGTAACTGGATGC sod. (2012)
234 BMb1093 1:  AACTCATAGTAGAGACACAACC 48 Cordoba in
2 GAGATTAGGGTAGTAGATTGG sod. (2012)
235 BMb1095 1:  AGGAACAGAAGATATGCAG 51 Cordoba in
2.  GCTAGTAGGTAATTTGACACC sod. (2012)
236 BMb1102 1: TGGTAGAGCTTCTTGAACTA 52 Cordoba in
2. GGAGATCAAACAAATCTCTG sod. (2012)
237 BMb1113 1: CGTTGACAAGAGCATGTAT 49 Cordoba in
2:  GAGTAATTGTCTACTTCTCCAG sod. (2012)
238  BMb1117 1: CATGAACCGTTAGACTTTAG 48 Cordoba in
2:  TAGGGAGCTTACCTAGATTAC sod. (2012)
239 BMb1142 1: CACTGTTCTCCTAACACATT 48 Cordoba in
2:  TAGGACACACTTGATATTCC sod. (2012)
240 BMb1157 1: GGACAAGACAAACGTATAGA 52 Cordoba in
2. CATCTTGACACGACTCTG sod. (2012)
241 BMb1162 1: GCTGATGATATGTCTTGTCT 49 Cordoba in
2:  GAAACAGATTCCAGAGAGA sod. (2012)
242  BMb1171 1: CAGGTAATCTTTCGTCTTCT 52 Cordoba in
2. GATATGCTTGTAGAACTGTGTC sod. (2012)
243 BMb1188 1:  AGTCATCACGAACTTTCAC 51 Cordoba in
2. GCTCACTTGATCACTAAATG sod. (2012)
244 BMb1191 1: CTACAGGTTGTACTTTTGCT 51 Cordoba in
2:  CACTGATGTACGACAAATG sod. (2012)
245 BMb1195 1: GTTACAAAATGGTGGTCTC 49 Cordoba in
2:  GGAGAACTCCTCTTACCATA sod. (2012)
246 BMb1198 1: GCCTATCCTACTTGGTTTAT 52 Cordoba in
2:  GATCTCGATATGTTATCTGC sod. (2012)
247  BMb1200 1: CCACCAATATGTATCCTAAG 48 Cordoba in
2. GGCGATGTAAGATTAGAGA sod. (2012)
248  BMb1203 1:  TTATCTTGCTCTCTGTAGAGTC 49 Cordoba in
2. AGACTGGACTTGTCTCTTTT sod. (2012)
249 BMb1206 1: GAAGTCCAATTATGCAGAG 51 Cordoba in
2. CTCAAGGTCAAAATGTCAC sod. (2012)
250 BMb1208 1: CTCTCTTTCCAATTAGTCAC 52 Cordoba in
2:  CTATGATGTCACCCACTATC sod. (2012)
251 BMb1215 1: CGTGTCTAAATAGAGGAGAA 48 Cordoba in
2:  ACTTGAGACAACTCTAGCTCT sod. (2012)
252  BMb1228 1:  AGTCACCCTATAAACCCTAA 49 Cordoba in
2. TCTCACTCTCGATATGTTTC sod. (2012)
253  BMb1230 1: GGTTCGCAAAGTGTTAATAG 49 Cordoba in
2.  CTCTATATTCAACCTCTCACAC sod. (2012)
254 BMb1244 1: GTTCATCTTTCAGGACACT 52 Cordoba in
2:  GAAGAATAAGGAGGTAAAGG sod. (2012)
255 BMb1263 1: TGCTTCTCTCAGTATGATTC 49 Cordoba in
2:  CTTCAAGTAAACCACACAGT sod. (2012)
256 BMb1275 1: CAAGATACTTCTGTACTAGTGG 47 Cordoba in
2:  CGACCTGTACCATTATACTT sod. (2012)
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257 BMb1536 1. GCTAGAGAGTAGAGAACACAAC 49 Cordoba in
2. GCCTTTTCTCGTATAAGTGT sod. (2012)
258 BMcl2l  (GA)19 1: TGCATTCACCGCTATTACGA 59 160 Blair in sod.
2. CACTGTAGCCACCATGAGCA (20092)
259 BMcl28  (TAA)S 1:  AATAACTGAGCAATAGAATGCCT 56 181 Blair in sod.
AA (2009a)
2:  AAAGGGTCGATTGTGACTGTG
260 BMc129 1:  ACGTCCTCTACCAGCAAACA Blair in sod.
2:  TTTAGAACTGGGCACCTTGG (2009a)
261 BMc135  (CAT)4 1:  AACCATTTTTACCGATTTACCA 56 120 Blair in sod.
2:  CCGAGTCCTAATGGGTTCC (2009a)
262 BMcl138  (CCA)7 1: CCAAATCTGATTCATACGAACA 56 120 Blair in sod.
2:  GGGAGGGACATGGACTTTCT (2009a)
263 BMc139  (GCT)6 1:  TGAGTCGACATCAAGCCAGA 59 124 Blairin sod.
2:  ACCGGAGGGTGAAGAGTGTA (2009a)
264 BMcl42  (TGC)5 1:  TTGGAACTGGTTCTGAGTTGG 59 121 Blair in sod.
2:  TCATGTGACTGCTGATCAAAAA (20092)
265 BMcl43  (TGC)5 1. GGGTGGCTACACCATTTCAG 59 128 Blair in sod.
2:  TCACAGCTTTTCTTTCGTTCC (2009a)
266 BMcldd  (CCG)4 1.  TCGCTAGTCACGCTCAGAAG 59 106 Blair in sod.
2. GAAGATTCCATCACCGTATCG (20092)
267 BMc224  (TC)10 1: CCACTTTATAATTTCTACTACTTC 52 116 Blair in sod.
TCTC (2009a)
2:  GGAGCTTAAGAAGGTCAATTC
268 BMc234 (TC)6(CT)11 1. CAACACCATAACCAAAACGACA 59 93 Blair in sod.
2:  ACGGAGGAAGGAGATGGAGT (2009a)
269 BMc238  (CT)20(GAC)3 1. CCAAACCTCTCTCTCTCTCTCTC 57 142 Blair in sod.
2:  CGAACTCTTCGTCCTCCTGA (2009a)
270 BMc248  (TC)l4 1:  CAAGCAAAATCTCTCCTTTTC 54 90 Blair in sod.
2. ACCCTAGTGGGTGAGTGTGG (20092)
271 BMdO1 AT 1: CAAATCGCAACACCTCACAA 165 Blair in sod.
2. GTCGGAGCCATCATCTGTTT (2003)
272 BMd03  CGG 1:  TGTTTCTTCCTTATGGTTAGGTTG 60 106 Blair in sod.
2. GTATCCTCCGATCAAATTCACCT (2003)
273 BMdO7  TGG 1. GGATATGGTGGTGATCAAGGA 58 166 Blair in sod.
2. CATACCCAATGCCATGTTCTC (2003)
274 BMd0s  CT 1:  TTCATCCTCTCTCCCGAACTT 59 176 Blair in sod.
2:  CTTTTGTGGCTGAGACATGGT (2003)
275 BMd09  CATG 1:  TATGACACCACTGGCCATACA 58 135 Blair in sod.
2. CACTGCGACATGAGAGAAAGA (2003)
276 BMd10  GA 1:  GCTCACGTACGAGTTGAATCTCA 64 139 Blair in sod.
G (2003)
2:  ATCTGAGAGCAGCGACATGGTAG
277 BMdll  GA 1:  GCTCAACATTCCAGAGGCTAA 55 161 Blair in sod.
2:  TCAAACCTACATAAATAAAACAA (2003)
AACA
278 BMd12  AGC CATCAACAAGGACAGCCTCA 59 167 Blair in sod.
GCAGCTGGCGGGTAAAACAG (2003)
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279 BMd14 1. TCGCTCCAAGTGCATGTAAG Blair in sod.
2:  TGGGGAAACAAAACAAGAAGA (2003)
280 BMd15  AG 1:  TTGCCATCGTTGCTTAATTG 60 166 Blair in sod.
2. TTGGAGGAAGCCATGTATGC (2003)
281 BMd16  CATG 1.  ATGACACCACTGGCCATACA 59 136 Blair in sod.
2.  GCACTGCGACATGAGAGAAA (2003)
282 BMdl7  CGCCAC 1.  GTTAGATCCCGCCCAATAGTC 58 116  Blair in sod.
2:  AGATAGGAAGGGCGTGGTTT (2003)
283 BMd18  TGAA 1.  AAAGTTGGACGCACTGTGATT 58 156 Blair in sod.
2:  TCGTGAGGTAGGAGTTTGGTG (2003)
284 BMd19  CCT 1:  GCCAACCACATTCTTCCCTAC 154 Blair in sod.
2:  GGAAGCGAGGCAGTTATCTTT (2003)
285 BMd20  TA 1.  GTTGCCACCGGTGATAATCT 59 123 Blair in sod.
2:  GTGAGGCAAGAAGCCTTCAA (2003)
286 BMd21  CCT 1.  GGCTCCACCATCGACTACTG 190  Blair in sod.
2. TGCGATGTTTGAGCATTTGT (2003)
287 BMd22  TC 1.  GGTCACTTCCGGAGCATTC 58 121 Blairin sod.
2:  CGGGAAATGGAAGTCACAGT (2003)
288 BMd25  GAT 1.  GCAGATCGCCTACTCACAAA 58 118  Blair in sod.
2. CGTTGACGAGAAGCATCAAG (2003)
289 BMd26  GAT 1.  CTTGCCTTGTGCTTCCTTCT 58 141 Blairin sod.
2:  TCCATTCCCAACCAAGTTTC (2003)
290 BMd27  CCA 1:  GGACCCACCATCACCATAAC 56 109  Blairin sod.
2:  TGGTGGAGGTGGAGATTTGT (2003)
291 BMd28  GT 1.  TGCATCAACTTTAGGAGCTTG 57 151  Blair in sod.
2. TCTTGTCTTATCAGCAGGTGGA (2003)
292 BMd29  GAA 1. CTTCACCGATCTGACAGCAG 58 159  Blair in sod.
2:  TTTCTCCACTGGAACACTCG (2003)
293 BMd32  CTT 1:  ACACCCTTCATCTCCCTCAT 57 150  Blair in sod.
2:  ACCCATGTTGGATGTTGGAT (2003)
204 BMd33  ATT 1.  TACGCTGTGATGCATGGTTT 59 110  Blair in sod.
2:  CCTGAAAGTGCAGAGTGGTG (2003)
295 BMd36  TA 1. CATAACATCGAAGCCTCACAGT 58 164  Blairin sod.
2:  ACGTGCGTACGAATACTCAGTC (2003)
296 BMd37  AC 1.  GGCACGAGCAACAATCCTT 134 Blair in sod.
2. CCATCATAGAGGGCAACCAC (2003)
297 BMd38  GA 1. GCGTTTCCATGAATCAATCC 59 178 Blair in sod.
2. AAATTCCGAACCCGTGAACT (2003)
298 BMd40 AT 1.  AACCTTCTTGCGCTGATCTC 58 197 Blair in sod.
2. TAGTGGCCATTCCTCGATCT (2003)
299 BMd4l  ATT 1. CAGTAAATATTGGCGTGGATGA 58 250  Blair in sod.
2:  TGAAAGTGCAGAGTGGTGGA (2003)
300 BMd42 AT 1.  TCATAGAAGATTTGTGGAAGCA 62 149 Blair in sod.
2. TGAGACACGTACGAGGCTGTAT (2003)
301 BMd43  CCT 1: CAGCATCAAGAAGACCCAAG 57 176 Blairin sod.
2:  CAGCACCACTATGGGAGGAC (2003)
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302 BMd44  AG 1. GGCAGCTTACTAACCCGAAA 60 135 Blair in sod.
2:  TTCCTTCCCCTTTCTTCTCC (2003)
303 BMd45  AG 1. GGTTGGGAAGCCTCATACAG 58 129  Blairin sod.
2. ATCTTCGACCCACCTTGCT (2003)
304 BMd46  TCT 1.  GGCTGACAACAACTCTGCAC 58 158 Blair in sod.
2:  CTGGCATAGGTTGCTCCTTC (2003)
305 BMd47 AT 1:  ACCTGGTCCCTCAAACCAAT 58 150  Blair in sod.
2. CAATGGAGCACCAAAGATCA (2003)
306 BMd50  AAC 1. TGGTGAGAGAAGGACAATAGCA 58 124 Blairin sod.
2. GCCGCTTGTGACGTTTATTT (2003)
307 BMd52  ATT 1.  TCTTGGTGCGCAGAAAGTTA 55 151  Blairin sod.
2. AAGGCTTTGTTTTGATTAAGGTT (2003)
308 BMd53  GTA 1.  TGCTGACCAAGGAAATTCAG 60 105  Blair in sod.
2. GGAGGAGGCTTAAGCACAAA (2003)
309 BMds4  CCT 1.  GGCTCCACCATCGACTACTG 59 154 Blair in sod.
2. GAATGAGGGCGCTAAGATCA (2003)
310 BMd56 AT 1.  AATGCGTGAGCATGATTAAGG 59 193 Blairin sod.
2:  TCATCTGTCAGCACCAAACC (2003)
311 BMd57  TA 1.  GAGGCAAAGAAGCTATTGAA 53 140 Blair in sod.
2. TTTTTAATTCCTGTGAATTGTTT (2003)
312 BMg0069 1. CCGTGTCTCTTGGTCTTTCA 58 Chen in sod.
2:  AAGGCAGTGGTAGAAGAAAAGC (2014)
313  BMg0087 1.  TTCTTTCACAGAGCAAACCC 57 Chen in sod.
2:  GGAGAGAATGGATGGGAAGA (2014)
314  BMg0090 1. GGATTGGACGTAGCCCAGTA 57 Chen in sod.
2. GGCCTTTGTCCATTTCTTCT (2014)
315 BMg0105 1.  AAAACCGTCAAGGTCTGGTC 57 Chen in sod.
2:  GAGAGTGCACGTGAAGCAG (2014)
316 BMg0112 1.  CGCAACACTCCAAGGTATGA 58 Chen in sod.
2:  TGCTTCATCCAGAGGAACAG (2014)
317 BMg0118 1.  ATCCACACCCTTCTCTCTGC 58 Chen in sod.
2. GTGCCTGTGAGTGAGTGGTC (2014)
318  BMg0127 1:  GACACGCACAACTCAAAAGC 57 Chen in sod.
2. TAAGTAGAGGGGAGGGAGCA (2014)
319 BMg0139 1.  GAGCTTCATTCAGATCCGGT 58 Chen in sod.
2. CTGAAGCAGCACCTGTGAGT (2014)
320 BMg0146 1.  AACCTATCAAAATCCGCACC 57 Chen in sod.
2:  CTTCGTCCGTCTTCTTCGTC (2014)
321  BMg0147 1. TTTTTCTCTTCCGATGGACC 58 Chen in sod.
2. AGGAAAGAGCGATTGAGCAT (2014)
322 BMg0169 1.  GTTTTCTCCTCCGAACCAAG 57 Chen in sod.
2. ATTTCCCCAGGAGGAGAGTT (2014)
323 BMg0207 1:  CAAGTCACTCTCATCGGCAT 58 Chen in sod.
2. AGTGGGGAAAAATCACAAGC (2014)
324 BMg0214 1:  TGTCTCTGCTTCGAACTTGG 58 Chen in sod.
2. CTTTTTCCTTCACGCTCCAT (2014)
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325 BMg0589 1: CCTCTATACGTGGGGTGGTT 58 Chen in sod.
2:  TCCATTACTCCCTCCACCTC (2014)
326 BMg0625 1: TCCTTGTCGTTTCAGTCTCG 58 Chen in sod.
2:  GTACACGAAAATGTGGCTGG (2014)
327 BMg0643 1: CACCACTCTGAGATCTTGCC 57 Chen in sod.
2. GCTCGAGAACAACATGGAGA (2014)
328 BMg0644 1: GCTACAGGTTCAAAGCTCCC 58 Chen in sod.
2:  ACCACCGAACTCTCTCTCGT (2014)
329 BMg0653 1: CCGCTCTTTCCCAAAGTTAG 58 Chen in sod.
2. GAAGAAGTGCAGGGAAGGAG (2014)
330 BMg0654 1: CAAACTCCCGAAGTCTGTAA 54 Chen in sod.
2:  CACCAGAAGCCTCATAATCG (2014)
331  BMg0661 1: CAACCATGAGAATGGAGGTG 58 Chen in sod.
2. TTCTGCGTACTGACACACCA (2014)
332 BMg0662 1: CTTCCAATTTCACAAACCCC 58 Chen in sod.
2:  TCTCAGATGACACCCTCAGC (2014)
333 BMg0709 1: CCTCCTCCGAATCAGAACTC 57 Chen in sod.
2. AAGGAGGAAAAGGAGAAGGG (2014)
334  BMg0720 1: ACCCAATTTCGGAACTGAAC 58 Chen in sod.
2:  GGACTCTGCTACACCGCATA (2014)
335 BMg0724 1: CGACCTGCATACCATACCAG 58 Chen in sod.
2. CATTGTGATGCCGTAGGTTC (2014)
336 BMg0749 1: ACAAGTGGGGTAGGCTATGG 52 Chen in sod.
2:  TTAACCACCCTCCTCAGCTT (2014)
337 BMg0765 1: CGATTCACGCAGTTCAAAAC 52 Chen in sod.
2. GCTGATCTCGAAGCTCCTCT (2014)
338 BMg0799 1: CAACCCACACCACACCATAC 52 Chen in sod.
2. TTGTGGTTCAAACCGTGACT (2014)
339 BMg0800 1: GGAATGCGTAATGCGAATAG 57 Chen in sod.
2. GTGTGTCAGGAAACAGACCG (2014)
340 BMg0810 1: GTGGGCAATTTTAATGGCAG 58 Chen in sod.
2:  CTCTTCTCTCCGACCTCACC (2014)
341 BMg0819 1:  AACATCCCAAAAACTCCACC 58 Chen in sod.
2:  CAAGGCTGTTTGATGTGGAC (2014)
342 BMg0834 1: CAAGTGCATTGACCTCATCC 58 Chen in sod.
2:  CAGTGGATTGTGTCTCTGGG (2014)
343  BMg0835 1: CCATTGTCTCTTCCTCTGTCTG 58 Chen in sod.
2:  TCAGAGGATGTTGTTGCCAT (2014)
344 BMg0864 1:  ACCGTGAAAATTGCAGTGAG 58 Chen in sod.
2:  TCGGCGTATTTTCTCTTCCT (2014)
345 BMg0871 1:  CCTCTTCTCCCTTTCCCTCT 58 Chen in sod.
2:  TGCGATTGAAGGTATCGAAG (2014)
346 BMg0882 1: CGAATCCAATGTCTCTCCCT 58 Chen in sod.
2:  CCTCTCCCCCTCTTCTTCTT (2014)
347 BMg0895 1: CTCTGAGCCACGACCTACAG 58 Chen in sod.
2. GATGTGACCACGTGAAGAGG (2014)
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348 BMg0898 1. TAGTGAGGCCACTGAATTGC 58 Chen in sod.
2. GGTGTTGAGAAACTGAGCCA (2014)

349 BMg0900 1.  GTGTGAACGGCAACAAAAAC 58 Chen in sod.
2:  GAATCCGAATTTGTGGGTCT (2014)

350 BMgl511 1.  GCTGCGTCTTAATCTCTCCC 57 Chen in sod.
2. AAGGAGGAAAAGGAGAAGGG (2014)

351 BMgl526 1. CATGATCTTGTCCTCGTTGG 58 Chen in sod.
2. GCATCAAAACCTTGCTCTCA (2014)

352 BMg1537 1.  GAGAAAGGAGGCACAGAAGG 58 Chen in sod.
2:  TCCCTCCTCAATCTTGGTTC (2014)

353 BMgl564 1:  CCCACCAAACCAATGAGATT 58 Chen in sod.
2. AGTCAGGTCCATAAATCCCG (2014)

354 BMgl581 1.  TGCGTTTCATCGGAAGACTA 58 Chen in sod.
2:  CCCCATGCATTATCATCAAC (2014)

355 BMg1608 1. CAAAGAGGGTGAATGGGTCT 57 Chen in sod.
2:  ATAAGGAGTGTGTGGTGCGT (2014)

356 BMg1820 1. CTTCTTCTTCTCCCCCTCCT 58 Chen in sod.
2. TCATGACCTTGTTCCAGCAT (2014)

357 BMgl876 1:  TCTCTTCCACCACCACTCTCT 58 Chen in sod.
2:  TTTCTGGACTCCAACATTCG (2014)

358 BMg1888 1. CTGTCACCTCTGTTCCTTCG 57 Chen in sod.
2. CGCGGATCACTTCAATTACA (2014)

359  BMg1920 1.  GAGAAGAGAAGAGGTGTTCGG 57 Chen in sod.
2:  CTCCTCCATCCACTTCCATT (2014)

360 BMg2058 1.  TATTTCCCTCTCTCGAACCC 57 Chen in sod.
2:  GCTGTGCACCAGAAGAAGAG (2014)

361 BMg2113 1:  GGCCAAGATCAAGTTCACAA 58 Chen in sod.
2:  TCACTTACCAGATCCCAAAGG (2014)

362 BN (TAT)9 1. CAGCTTAGCATTGAATGTTG 56 144-  Blair in sod.
2:  GAA AGA GCAGTATAAGTCCT 162 (2008)

363 CA3 (CA)12 (3) 1. AACTGTCCACCCACGTATCT 56 128  Blairin sod.
2. GAG GAC TAC GTA CAA GTG AC (2008)

364 CA5 (CA)13 (3) 1.  ATAGAT GAG GTATGT GAAAG 50 140-  Blair in sod.
2: GGG ATA ATG TAA GAT GTA AG 144 (2008)

365 CACl (GA)31 (2) 1:  ACAAAC AAT TAT AAAGAG TG 48 74- Blair in sod.
2. GTT GAG TGA ACC AAT ATA AA 114 (2008)

366 CAC2 (GA)29 (2) 1: AAATTGGTTGTGTAAATCTC 48 59-93  Blair in sod.
2. CAATTATAA AGA GTG AGA GA (2008)

367 GA04 (GA)15 (1) 1: AGGTGTAGTCGTTTCACTTC 52 145-  Blair in sod.
2. CTGTTC TTG AAA CCT ACA AG 162 (2008)

368 GAI2 (GA)16 1: TAAAACAGACAGTTATAAGG 44 108-  Blair in sod.
2. TTGTAATCT GTG AGT GAT TA 118 (2008)

369 GAI5 (GT)13 (GA)22 1: GGT TGA GTG AAC CAATATAA 48 112-  Blairin sod.
@) 2:  CGATTGTTT ATA GAA GCA GA 170 (2008)

370 GA16 (GT)12 (4) 1. CAA CAA AAT CAA ATC AAA 43 145  Blairin sod.
CAAT (2008)

GGT TGA CTG AAC TAATAT AAA
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371 GATSI1 (CT)8CA(CT)2 1. CACATTGGTGCTAGTGTCGG 60 306 Gaitan-Solis
ETTT(CT) 2:  GAACCTGCAAAGCAAAGAGC '(2 ggg)
372 GATS11 (CT)8 1: CCCACACATTGGTGCTAGTG 60 160  Gaitan-Solis
B 2:  AGCGCAATGCTACTCGAAAT in sod.
(2002)
373 GATS54 (GASAACAG 1. GAACCTGCAAAGCAAAGAGC 60 114  Gaitan-Solis
AGT(GA)8 5. TCACTCTCCAACCAGATCGAA '(rz‘ 58‘21)
374 GATS91 (GA)17 1: GAGTGCGGAAGCGAGTAGAG 60 229 Gaitan-Solis
2:  TCCGTGTTCCTCTGTCTGTG in sod.
(2002)
375 HRG (AT)22 1: GCTCATATTTGG GAGAAATC 56 114-  Blairin sod.
2. ATTGTTTGT TGC CTT TCC CA 230 (2008)
376 ME1 (AT)12 1: ATACGAGGTTAGCCTAAATC 48 174-  Blairin sod.
2. ATT CAC CGT CAA ACT CGC AA 198 (2008)
377 PG2 (CGG)8 1: CATTCCCTG AAG CCC GAA T 60 132-  Blairin sod.
2:  CGGTGATTG ACC AGA GAA G 138 (2008)
378  PV-ag00l GA 1:  CAATCCTCTCTCTCTCATTTCCAA 62 157 Yuinsod.
TC (2000)
2:  GACCTTGAAGTCGGTGTCGTTT
379 PV-ag003 (AG)8 1: 64 164  Yuinsod.
5 (2000)
380 PV-ag004 (AG)8 1 64 201 Yu in sod.
2: (2000)
381 PVBRO0O05 1: ATTAgACgCTgATgACAgAg 54 Buso in sod.
2:  AgCAgAATCCTTTgAgTgTg (2006)
382 PVBRO10 1:  ACAACAACAgGAgAATCTCTC 52 Buso in sod.
2:  AAggATgAgAAggAggAC (2006)
383 PVBRO014 1:  TgAgAAAgTTgATgggATTg 42 Buso in sod.
2. ACYCTgTTgAAggCTCTAC (2006)
384 PVBRO15 1: CCTACQCgACAAgGATTggCA 52 Buso in sod.
2: CAgAAAGIAAACATAAAC (2006)
385 PVBRO19 1:  gAgAgugAggCATAAAQGAQY 52 Buso in sod.
2. TgCACTCCgACgATCAAGTT (2006)
386 PVBR025 1.  GAGCTTCTCCGTCCTGTGT 52 Buso in sod.
2. CGAACTGAATCAGAAAGGAA (2006)
387 PVBRO35 1:  TCTACGCGTTCCCTCTGTCT 54 Grisi in sod.
2. AGTGGATGTGTGGGAAAAGC (2007)
388 PVBRO53 1:  GATCCTTTCCCCACAAAACA 52 Grisi in sod.
2.  GGGGAAAATGGCAAAGAAGT (2007)
389 PVBR093 1. TGGGGTGAGAGAGAAAGGTG 52 Grisi in sod.
2. TACCATAGCAGGCGTTGTTG (2007)
390 PVBR107 1. CCCCTTTCTCACCACTTCAG 54 Grisi in sod.
2:  ACCAAAAACGGTGCTCAAAC (2007)
391 PVBR163 1. TGAGAGTGGAGAAGGAGAGAGA 54 Grisi in sod.
2. TGACAACACTGCAAACACCA (2007)
392 PVBR167 1:  GGCAAAAACAAAACCATTTCA 51 Grisi in sod.
2. GCCATTTCTCCACTGTCTGG (2007)
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393 PVBR169 1. TGGAAAGTCGGAGGAGAAGA 54 Grisi in sod.
2:  AAAAGGGTCCCAACCAAAAC (2007)
394 PVBR182 1: CGCGCACGTAGGTACTACAA 52 Grisi in sod.
2:  CAACAACACCACCCTGAGAC (2007)
395 PVBR185 1: TGGTAAAGCAAAAACGATGG 52 Grisi in sod.
2. GACAGAAGAGTGAGGGTGTGAA (2007)
396 PV-ctt00l (CTT)(T)CTT) 1. GAGGGTGTTTCACTATTGTCACT 152 Yuin sod.
GC (2000)
2. TTCATGGATGGTGGAGGAACAG
397 PV-ctt004 1:  AATCTGCCGAGAGTGGTCCTGCC
2. GATTGAAATATCAAAGAGAATTG
TTAC
398  PV-ctt006 1:  CCGTTGCCTGTATTTCCCCAT
2:  CGTGTGAAGTCATCTGGAGTGGT
C
399 PvMO002 1:  CGCCATTTGGATTGGATT 58 Hanai in sod.
2. AGGCGTGGAAGTGGAGTG (2007)
400  PVMO03 1:  CCGCCTTCTTCTTCTTCTTC 57 Hanai in sod.
2. CGGCGAGTCATCTTTTCC (2007)
401 PVMO04 1:  GGTTCCTCCTCCTTCTGCT 57 Hanai in sod.
2. GCGCCGTCTTTTTGGTAGT (2007)
402 PVMO07 1:  CTGGAATGGCTTACAGATGC 57 Hanai in sod.
2:  CCAAGATCAGGCACAGTGAA (2007)
403 PVMO10  (ACT)5 1.  GAAGGGCAATGGCTGAAG 58 256/2  Hanai in sod.
2. TCCCGTGGAAACACTTGG 56 (2010)
404  PvMO11 1. TGGGATTTTGAGCGTGTG 58 Hanai in sod.
2. TCCACCGACTTACCGAACA (2007)
405 PvMO12 1:  CCAGTGTGTCAACAAATGGA 57 Hanai in sod.
2. AGGCTTAGGGAATGGCTCA (2007)
406  PvMO13a 1:  GAGAAGCCGCAGAGAGGA 58 Hanai in sod.
2:  AGATGCCGCGAACAGAAC (2007)
407  PVMO14 1:  AAAGCCACAAAAACCATAAACC 57 Hanai in sod.
2:  GCCTCCGAAAGATTCAACG (2007)
408 PVMO15 1:  GGTGGAGGCAGTGGTGTT 57 Hanai in sod.
2:  TTCACTTTCCCAAGACCTGA (2007)
409 PvMO17 1:  AGGATGGGTTCCGTGCTT 60 Hanai in sod.
2. GGCAGCTTCCACATCGTC (2007)
410 PvMO18 1:  CAACCATCTCTGTGGCAAG 56 Hanai in sod.
2. TGAGTTTGGGAGAGTGAGTTTT (2007)
411 PYMO022 1:  ACTCTCACAATGGCGGAATC 58 Hanai in sod.
2. GGCGTTTTCTCCCTCTTCTT (2007)
412 PVMO034 1:  CTTCTCCCTCTTCCTCCT 46 Hanai in sod.
2. GGACAGTGATAGTTCAGATTC (2007)
413 PvMO036 1: GCCCCCTATTTCCCTACC 53 Hanai in sod.
2:  CATCTTCTTCCTCACCCTTA (2007)
414  PVMO46 1: CGCTTATGTTGGGTGGAG 56 Hanai in sod.
2:  CGTGGAAGGAGAGGGAGA (2007)
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415 PVM052  CA7 1. TCCTCTGCAAACAAAACCCTA 59 204/5  Hanai in sod
2:  TTCGCCAAATTCGACAATCT 00 (2010)
416 PVMO053  TC6 11 TGGGGGAATTGAGTGAACAT 59 200/2  Hanai in sod
2. TCTTTCTTGCGCTTTTCTCTTC 00 (2010)
417 PVMO056  TA6 1:  AGCTGGCAGAAACTTGGAAA 59 214/2  Hanai in sod
2. TTGAAACCCAGGTCTATTCTCTTC 14 (2010)
418 PVMO059  CT5 1: TGAGGCACACTTCGACTACAA 58 158/1  Hanai in sod.
2. ATGGCAAGAACGTGAAAAGG 58 (2010)
419 PVMO61  AC6 1: GAAAAAGCTATGGGCCACAC 58 231/2  Hanai in sod.
2:  CGGTAGAGAATCCAGCGAGA 31 (2010)
420 PVMO062  TC5 1: GCACCACTTTCTCAGATTTGG 58 172/1  Hanai in sod.
2. CTGTCATGGCGATGGTGTTA 2 (2010)
421 PVMO066  AT5 1: CCTCAGCAAGCTCCGTAAAC 58 196/1  Hanai in sod.
2:  CATGCAACCTGAAACACTCC 96 (2010)
422 PVMO068  AT6 1: CCATTACGTGTCCAAGGTCTC 59 269/2  Hanai in sod
2. CAAAAAGGAATCGGACTCTAGG 69 (2010)
423 PVMO70  AT6 11 GAAGGGTCATTGTGGAC 50 161/1  Hanai in sod.
2:  TCTTTTGTCACTCCTAATCC 61 (2010)
424 PVMO73  AAG6 1: CTTCACCGATCTGACAGCAG 58 194/6  Hanai in sod.
2. TTCTCCAGGAACCCCTTCTTT 00 (2010)
425 PVMO75  GATS 1.  ATTGGAAGGGGGATGAACCT 58 222/2  Hanai in sod.
2:  TAGGAGAGTGCCCAGTGCTT 22 (2010)
426 PVMO78  TCT6 1:  CATTACTCCCTTCCCTTCCA 57 174/1  Hanai in sod.
2. ACTTCACTGGCACTCACAGG 74 (2010)
427 PVMO087  TAS 1:  CATCACGACAGTTTTCC 46 278/2  Hanai in sod.
2. CATTACATTACACCTATTCA 78 (2010)
428 PVMO088  AG5 1.  AGGTGCAAAAGCAAGAATGC 59 208/2  Hanai in sod.
2. TCCCCAGCAGTATGATGACA 08 (2010)
429 PVMO093  GA5 1: TTATATGCGGAGCAAAGGATG 58 216/2  Hanai in sod.
2:  GACCGACAAAGCCTTCATTC 16 (2010)
430 PVMO095  AC9 1: GGGCGAGTTCATCTTCACAA 59 243/4  Hanai in sod.
2 AGGATCAACAGCCTCCAGTG 00 (2010)
431 PVM097  TA5 1: CAAGAGTGAAGGGGCAGTTT 56 155/1  Hanai in sod.
2:  CGGCCAACCACTACTTTTAG 95 (2010)
432 PVMO098  TC5 1:  CTCCCTCCTTCACACTCTTTG 57 114/1  Hanai in sod.
2.  GGGGTAGTCCTTTGGAACG 14 (2010)
433 PVM100  AT7 1: GCCAATAACATCACCTCAT 51 290/2  Hanai in sod
2. GGGTAGTCAGTTTCTAAGCA 90 (2010)
434 PVMI103  AGS8 1: CGAGAAAGAGAGAGAAGAGTTT 53 145/1  Hanai in sod.
2. GTGTTGGTGTGATGCTGAG 45 (2010)
435 PVM115 CT25 1:  AAATGTAAAGTGCTCCAT 46 143/1  Hanai in sod.
2:  CTGAGAGAAAGAAAGAGACA 43 (2010)
436 PVM118  TC8 1: GCGAACACATTCACACAACA 59 215/2  Hanai in sod
2. AATCCCGACCAAGTCTCCTT 15 (2010)
437 PVMI120  TC6 1: CCCCATCCTCACTCACAAAC 58 211/2  Hanai in sod.
2. TCATTCTTCTGGTGCTGCTTT 1 (2010)
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438 PvM123  CT9 1. CCCACTACCACTCCTTTG 53 194/1  Hanai in sod.
2:  AGCGTCTGAACCCATTG 94 (2010)
439 PvM124  TAS 1.  TCCCCTACTGATGTGTTC 46 193/1  Hanai in sod.
2:  AAATGTCTGGTTTTGC 93 (2010)
440 PVM126  TC7 1.  AAATCCTCTTCCACCTTTG 53 132/1  Hanai in sod.
2:  AACACGCACACACAGACA 32 (2010)
441 PVM127  TCS 1.  AACTTTCTTTGACCCTCTC 50 155/1  Hanai in sod
2:  GCTTTGTCTTGTTCTTCCA %5 (2010)
442 PVM128  GAll 1.  GTTTCTGCGGTGAGAGTG 55 130/1  Hanai in sod.
2:  AGCCTTCGTCGTTCTTCT 30 (2010)
443 PVM132  AG5 1.  GCCGAAGCAGATAAAAGG 55 191/1  Hanai in sod.
2. TGTTCTCGTCTCCAATGC o1 (2010)
444 PVM145  TCCS 1:  TTTCAGTTCGGGATTGTTCC 58 203/2  Hanai in sod.
2. ATTGGTGGAGGTGGGAGAG 03 (2010)
445 PVM148  CCA7 1:  ACCTCAAAACCCACCACAAA 58 191/1  Hanai in sod.
2:  GAAGTGCTCCCAGATGAAGG 91 (2010)
446 PVM150  TCT5 1:  CTCCCAAGTTCCCCTTTTTC 58 199/1  Hanai in sod.
2. ATGCGTCCAACCCTTATGTC 99 (2010)
447 PVM153  AGAS 1.  ATGGGCGATCTGGACTATGT 58 183/2  Hanai in sod.
2:  TTGAAGACCAAGCCAAGAGAA 70 (2010)
448  SAP6 1:  GTCACGTCTCCTTAATAGTA
2:  GTCACGTCTCAATAGGCAAA
449  SSR- (AC)6 1:  TCCCAAATCAGCACAGG 56 296 Benchimol in
('QCO 2:  TTTCAGATCCATCAGTAGTTTC sod. (2007)
450 SSR- (AG)25 1. GGGGGTGGGATGAATGGA 50 241 Benchimol in
(')’:‘CO 2:  CAATCGGACCTGAACAATGAAA sod. (2007)
451  SSR- (TAY? 1: CCGGCTCCTGCTGACG 56 187 Benchimol in
(l),gco 2. ATGTTCTGCCTTTCGCTCCTT sod. (2007)
452 SSR- (GA)12 (AG)6 1. AGGAACTAAAAGCCGAACTGG 56 290  Benchimol in
'1'3‘00 (AG)6 2. GCCTCCGCCGATCAACACTA sod. (2007)
453  SSR- (GA)24 1.  TGATAAAAATGGCTACACA 56 214 Benchimol in
IACO 2. TGATAAAAATGGCTACACA sod. (2007)
11
454  SSR- (TC)10 1:  ATGCTCGCACCTTCAATCCA 56 217 Benchimol in
'l'gco 2. CACTCGGGCAAGCTCATAACCA sod. (2007)
455  SSR- (GA7  AA 1. GCATCGGCAGTTCATCATT 56 184  Benchimol in
'2'300 (GA)2 2. AACAAAAACTACAGCCATCAGC sod. (2007)
456  SSR- (CA6CAA(CA 1. GAGACGTTTCATAATCAATA 56 297 Benchimol in
IACO J2CAACA 5. TTCATGCACAATAAATCACT sod. (2007)
25 )3CG(CA)5
457  SSR- (GA)12 1:  TTTCCCCTCTAGTTTGTTGTT 56 196 Benchimol in
'SQCO 2:  CTGACTGGGGTATGAGATGAG sod. (2007)
458  SSR- (TG)5 1. CAGACAACACAAATGAACAGA 56 201 Benchimol in
L/;\CO 2:  TTTTGCAGCAGCTATGATTAT sod. (2007)

Se nadaljuje.
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Nadaljevanje priloge B.

St. Lokus Mikrosatelitska F:  Nukleotidno zaporedje parov zadetnih Tm D Referenca
ponovitev R: oligonukleotidov v smeri 5' — 3' (°C) (bp)

459  SSR- (GA)20 1.  AAAGGGGTTGCTGAAGTT 56 306 Benchimol in
L’?‘CO 2. CAAGTTGGAAAGAAGTGTGAG sod. (2007)

460  SSR- (GA)11 1: TGCATGTATGTAGGCGGTTTA 56 203 Benchimol in
IACO 2. GTGGCTTTTGCTTTTGTAGTCA sod. (2007)
52

461 SSR- (GA)13 1:  AACCCGTGAATCTTTGAGG 56 211 Benchimol in
IACO 2. ATTGATGGTGGATTTTGAA sod. (2007)
55

462 SSR- (AC)T 1:  CAAGTGACCGGAGAAGATTTTT 61 161  Benchimol in
IACO 2. GTGCACTCAGACGGCTCAAG sod. (2007)
59

463  SSR- (CA)6(AT)5 1:  CACACGCACACGGCACAC 58.6 157 Benchimol in
IACO 2. TGGCAATGGAAGAAGACAAAAT sod. (2007)
61

464  SSR- (AG)14 1:  AACCCGTGAATCTTTGAGG 45.3 211 Benchimol in
EQCO 2. ATTGATGGTGGATTTTGAA sod. (2007)

465 SSR- (GA)10 1:  AATCACATCTTTAACCCAACAG 56 282 Benchimol in
gAGCO 2:  TTCCACTCCCTCCCTATCTT sod. (2007)

466  SSR- (TG)7 1:  ATCGGTTGAATTGGCTTGAC 45 262 Benchimol in
'7’;@0 2. ATTGCTTAAAGACTCCTGTTGC sod. (2007)

467 SSR- (CAY(TA)7 1. GGAATCGAAGTTTGAAGTGAGG 60 271 Benchimol in
'QCO 2. AAATGACCAAGCCAAGAATGTT sod. (2007)

468  SSR- (TA)I0 (TG)7 1. TTCATGGCCAATAATCAGG 60 191 Benchimol in
IY'ECO (TA) 2:  GAGAAAATTCAGAGGGTAGATG sod. (2007)

469  SSR- (TO)11 1:  ACCGAGATGAGCGTAGGAATG 45 286 Benchimol in
:Qco 2. AGTTGAGAAGGCGCAGTTGTTA sod. (2007)

470  SSR- (CAT(AT)7 1. TTCTTGGGTGCTCGCTACTTA 60 274 Benchimol in
IACO 2:  GTTTGGGATCTCGGGACCTT sod. (2007)
88

471 SSR- (CT)5 (TC)6 & 1: GCACATTCTTCTTCCCTCCTAA 60 257 Benchimol in
IACO (CA) 2. GCGTGGCCCTATTTTCATT sod. (2007)
90 (TA)6 '

472 SSR- (AC)3(TC)2 1. AACCGCAAAGAGACACCA 60 196 Benchimol in
;QCO 2:  TGCAGGCTACACAAACACA sod. (2007)

473 SSR- (AC)6 1:  GATAATCAGGGTCAAAGGTT 60 211 Benchimol in
!QCO 2. GTGGACAGGGACATAATCTAAT sod. (2007)

474  SSR- (AC)5 1:  AGTTCGCCTTGGATTCTA 60 251 Benchimol in
e 2:  GGATTTTGTTCTGCCTTACC sod. (2007)

475  SSR- (AC)3(TC)2 1. AACTTCATGCATCTTCTTTATT 60 244 Benchimol in
;?CO 2:  GTGTTGTGGCTGCTGTCA sod. (2007)

476  SSR- (AT)4(GT)8 1. GTAAACCGCAAAGAGACACC 60 274 Benchimol in
(')'gm 2. TGCAGGCTACACAAACACA sod. (2007)

477 SSR- (TAA)20(GAA 1. GGTTGTTTCTGCCTCCACTG 60 201 Benchimol in
IAC1 )11 2:  GCTAATGCTGCACACCAAACT sod. (2007)
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PRILOGA C

Seznam do sedaj znanih in potencialnih genov akvaporinov navadnega fizola.

Appendix C: List of known aquaporin and putative aquaporin genes.

St. Ime gena Lokus Vir

1 PvNIP1;1 Phvul.006G170900.1 Phytozome
2 PVNIP1;2 Phvul.006G171000.1 Phytozome
3 PvNIP1;3 Phvul.002G242200.1 Phytozome
4 PVNIP1;4 Phvul.002G242300.1 Phytozome
5 PvNIP2;1 Phvul.008G041100.1 Phytozome
6 PVNIP4;1 Phvul.002G093700.1 Phytozome
7 PVNIP5;1 Phvul.007G084000.1 Phytozome
8 PVNIP6;1 Phvul.005G182400.1 Phytozome
9 PVNIP6;2 Phvul.010G160200.1 Phytozome
10 PVNIP7;1 Phvul.007G178300.1 Phytozome
11 PVvPIP1;1 Phvul.001G241200.1 Phytozome
12 PvPIP1;2 Phvul.008G226000.1 Phytozome
13 PvPIP1;3 Phvul.002G290400.1 Phytozome
14 PvPIP1;4 Phvul.008G106400.1 Phytozome
15 PVPIP1;5 Phvul.010G004500.1 Phytozome
16 PvPIP2;1 Phvul.004G082600.1 Phytozome
17 PvPIP2;2 Phvul.004G082700.1 Phytozome
18 PvPIP2;3 Phvul.007G094600.1 Phytozome
19 PvPIP2;4 Phvul.005G135300.1 Phytozome
20 PvPIP2;5 Phvul.011G079300.1 Phytozome
21 PvPIP2;6 Phvul.001G177000.1 Phytozome
22 PvPIP2;7 Phvul.009G118900.1 Phytozome
23 PvSIP1;1 Phvul.001G097000.1 Phytozome
24 PvSIP1;2 Phvul.004G077700.1 Phytozome
25 PvSIP1;3 Phvul.011G102700.1 Phytozome
26 PvSIP2;1 Phvul.001G108800.1 Phytozome
27 PVvTIP1;1 Phvul.001G181100.1 Phytozome
28 PvTIP1;2 Phvul.007G010800.1 Phytozome
29 PVTIP1;3 Phvul.008G014900.1 Phytozome
30 PvTIP1;4 Phvul.011G067200.1 Phytozome
31 PVTIP1;5 Phvul.005G141100.1 Phytozome
32 PvTIP1;6 Phvul.007G151600.1 Phytozome
33 PVvTIP2;1 Phvul.005G170300.1 Phytozome
34 PVTIP2;2 Phvul.010G147100.1 Phytozome
35 PVTIP2;3 Phvul.002G057500.1 Phytozome
36 PvTIP3;1 Phvul.004G136000.1 Phytozome

Se nadaljuje.



Zupin, M. Odziv navadnega fizola (Phaseolus vulgaris L.) na susni stres: kvantitativno Kartiranje lokusov.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, 2017.

Nadaljevanje priloge C.

St. Ime gena Lokus Vir

37 PVTIP3;2 Phvul.001G080300.1 Phytozome
38 PVvTIP4;1 Phvul.009G108800.1 Phytozome
39 PVTIP5;1 Phvul.011G015200.1 Phytozome
40 PvXIP1;1 Phvul.011G025700.1 Phytozome
41 PvXIP1;2 Phvul.011G025800.1 Phytozome
42 PVvTIP2;3* AQP Phv-1 (DQ087217) GenBank
43 AQP Phv-2 GenBank
44 PVvTIP2;3* AQP Phv-3 (DQ087218) GenBank
45 PvTIP1;3* AQP Phv-4 (AY995196) GenBank
46 PvPIP2;5* AQP Phv-5 (AY995195) GenBank
47 Put TIP-type alpha Phv GenBank
48 PIP-type 7a-like prot Phv GenBank
49 PIP 2 Phv GenBank
50 TIP-type alpha-like prot Phv GenBank
51 Put PIP2;3 Phv GenBank
52 Put PIP2;2 Phv GenBank
53 Prob TIP-type alpha GenBank
54 Put MIP-1 GenBank

PV PIP2-3 ABU94631
PV agpl AAB72149
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PRILOGA D

Podatki fenoloskih in fizioloskih parametrov ter vrednotenja pridelka RIL navadnega fizola.

Appendix D: Phenological, physiological, and yield data of common bean RILs.

St. 1 |2 3 ‘ 415 ‘ 6 7 8 9 10 |11 l 12 113 l 14 | 15 ‘ 16| 17 | 18 | 19 | 20 | 21 | 22 | 23 | 24 | 25 | 26 | 27 | 28
Vodni Ucinkovi- | Ucinkovi- | Uéinkovi-
) St dni | Ststroko | oten- Vodni | Vodni tost tost tost Stopnja Stopnja Stopnja
St. dni do do v na St. semen | Masa 100 F():ial | poten- | poten- | fotosintet- | fotosintet- | fotosintet- | prehajanja | prehajanja | prehajanja
3 | cvetenja . na strok semen cial - | cial — skega skega skega elektronov | elektronov | elektronov
e strokov | rastlino kontro- N o » "
= Ia susal | susa2 | aparata— | aparata— | aparata— | —kontrola | —susal —susa 2
S kontrola susa 1 suSa 2
nOaZI;a DC DStr StrR SeStr M100Se VP-K | VP-S1 | VP-S2 | FV/Fm'-K | Fv/Fm'-S1 | Fv'/Fm'-S2 ETR-K ETR-S1 ETR-S2
SF;(?J; BF Iél BF Iél BF | KIS | BF | KIS | BF | KIS |BF };I BF Iél BF };I BF | KIS| BF | KIS| BF | KIS| BF | KIS| BF | KIS| BF | KIS
RIL 1,0 26,8353 (0,1|43(0,4(19|1,4(0,9 17,4 19,2
o1 40| 27| 52|32 8 3,36| 2,31 3,16 P sl 5l 71 51 ol 5 0,77| 0,72| 0,55| 0,44| 0,61 | 0,61 | 8,57 8 4,39 9,03| 4,00 4
RIL 0,7 28,4356 [0,2|56(0,4(1,6|18(1,0 19,6 30,3
02 40| 26| 54|32 5 4,25 2,33| 2,44 3ls 31791 71 0l 51 0 0,76| 0,72| 0,57| 0,40| 0,61 | 0,63 | 7,97 1 5,16 9,58 | 1,90 8
RIL 0,0 43,8 (0,1/5,4(0,3|3,0/1,4(0,9 16,0 11,8
03 27 33 0 3,92 ,00| 1,81 7 sl 9l 3l 0l 5l 0o 0,65| 0,77| 0,71| 0,58 | 0,71| 0,55| 8,47 3 6,14 | 8,34| 3,81 3
RIL 1,0 214|352 (0,1|74]04(11|16(11 10,5| 28,4 15,7 14,4
04 40| 26| 52|30 0 2,67| 1,58 4,00 717 51 sl 71731 71 s 0,63| 0,76 | 0,67 | 0,55| 0,56 | 0,75 7 7 6,78 8 5,16 1
RIL 0,8 27,8293 10,2|7,2/0,2(1,2|15|0,7 33,8 11,4 31,7
05 38| 23| 54|26 3 6,00| 1,70 | 2,69 511 ol 51 5| sl ol o 0,68| 0,77| 0,69| 0,41| 0,39| 0,73 | 9,23 8 7,19 4 3,93 5
RIL 0,1 38,6(40,1 |0,2(61(0,3/1,6/1,3|1,0 12,3] 23,9 11,7 21,5
06 40| 27| 54|32 7 5,67| 1,50| 2,26 710 sl 8l 2| 50 0ol 5 0,71| 0,76 | 0,67 | 0,37 | 0,57 | 0,60 3 5 9,38 6 5,47 3
RIL 0,8 38,5/42,2 |0,2/56(0,2(1,9(/1,8(0,9 14,1 23,2 27,1
07 38| 24| 55|27 3 4,75| 1,30| 2,06 al7 51751 sl ol 51 o 0,66| 0,77| 0,59| 0,26 | 0,73| 0,67 7 8 5,62 | 9,23| 6,28 9
RIL 0,9 225|342 10,2(/50(0,3|1,3|1,4(0,9 25,7 15,8 25,2
08 40| 25| 52|29 5 3,33| 2,82 3,00 5 4l ol 71 71 51 s s 0,77| 0,76 | 0,66| 0,49 | 0,71| 0,65| 5,43 7 9,11 8 7,56 5
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Nadaljevanje priloge D.

s | 1 |2/ 3lals] 6| 7] 8] o 10 |ua|e]3]1alas]ie] 17| 18] 10 20 20| 22|23 ] 24| 25] 26 27/ 28
O | pc | psw | SuR SeStr | M100Se | VP-K | VP-SL | VP-S2 | Fv/Fm-K | Fv/Fm-S1 | Fv/Fm-S2 | ETR-K | ETR-SL | ETR-S2
2o ler | YBR[ Br| kis | BF | kis| Br ks [BF| K [BF| K |Br| K| BF | Kis| BF |Kis | BF | KIS | BF | Kis| BF | KIS | BF | KIS
KL | 40| 24| 52| 20| 70| 283| 102 37| 37| 19, 10215810.3123 1 L1107} 59 0.76| 0,66 | 018( 057| 00| 139|211 107 437| 530| 00
RIL | 38| 25| 52| 31| 2| 3.08| 114| 1,00| 37| 308102149)021281 231091 67| 0.77] 057 0.41| 059 | 0.63| T3 | 43| 906 | %1 | 56| 107
RIb | 38 s4| [0 00| 142| .00 10212019210 %2| %0 | 06s| 00| 058 00| 055| 00| 627| 00| *hZ| 00| 502| 00
RIL | 38| 24| 54| 29)%%| 333] 120] 256 | 30| 3501071 70|02 LTI 28\ L1 072 0.77] 064 0.36| 05| 0.72| 878| 17| 887 9.86| 40| 1T
RIL | 38| 26| 54|30|%3| 250| 275 3.a8| 3H7| 190|011 54| 02119\ 18108 5651 07| 065 047] 0.71] 071 | 83| 12| 758 | 193] 601| 14
RIL | 20| 28| 56| 33| %0| 875| 00| 1.16| 3b2| 35010241)0.2122130)30) 68| 0.77| 067 055| 0.69| 0.28| 9.07| **7| 996 | 8,24| 652 7.87
Rt %2 00| 00 00 102 00|21 00 14190 ) 0se| 00| 070| 00| 064| 00| 783] 00| 1| 00| s574] 00
RIL | 38| 25| 52|28 1’8 342 2,25| 2,76 28’2 35'2 o,g G’é o,g 1’3 1’2 O’; 0.72| 0,77| 0,63| 036 059 0,70 | 22'2 8,67 11*5 6.26( 1
RIL 30 37|%0| 44| 00| 255| 203| 199,|0.2150) 02110\ LTILE | 066| 0.75| 063 | 051| 0.66| 0,69 | 840| 3| 634 | 822| 6.63] 1
RIL | 38| 26| 56| 34| 7| 283] 100| 285 | 217 | 3581031 63)05128 18\ 141 067 0.76| 061 0.32| 062| 0.38| 7.80| *47| 501 | 83| 42| 107
ML | 40| 24| sa| 31| 2] 55| 175 34| 33| 199102155/ 021141151091 72| 0.79| 060 | 0.30| 0,70 | 0.68| 5| 80| 728 9,10| 578 | 1Y
RIL | 40| 27| sa| 32| %8 s50| 230] 3.07| 32| 3081011540811 211120 66| 0.71| 067 0.28| 071 | 0.72| 40| *7| 782 86| 551 | %]
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Nadaljevanje priloge D.

e

$t. 3 |als5] 6| 78| o] 10]ua]12|13]1al15]16] 17| 18| 19| 20| 20| 22| 23| 24| 25]26] 27 ] 28
O | pc | psw | SuR SeStr | M100Se | VP-K | VP-SL | VP-S2 | Fv/Fm-K | Fv/Fm-S1 | Fv/Fm-S2 | ETR-K | ETR-SL | ETR-S2
2o ler | YBR[ Br| kis | BF | kis| Br ks [BF| K [BF| K |Br| K| BF | Kis| BF |Kis | BF | KIS | BF | Kis| BF | KIS | BF | KIS
N 26 34|%0| 401| 00132 37.210218.11081251131301 067 0,78| 0.71| 034| 067| 0.35| 7.80| *12| 7.36| Z1Z | a5a| 187
M- | 38| 26| sa| 30| 0] 48| 183 304| 3L L OLISTI021401251001 071 075| 073| 0.42| 072 | 0.65| 807| ¥Tik| 02| Pl | an7| %Y
ML | as| 27| 59]33|%0| 3.25] 100| 296 0| 347 |07 OO T2 ) 066| 0.70| 0.64| 043] 0.72| 073| T12| 2| 339 | 12| 403] 202
e 29 34|%0] 325| 00| 2.25 212102167102/ LT1151251 070 0,78| 0,63| 0,44 0.70| 0.31| T25| 12 3.04] 960 5.49] 107
AL | 40| 24| 54[30|%3| 69| 125| 323 220|142 |02| 0010212108115 670] 07| 068|035 0.71| 0,64 | 880| 27| 51| 100 | 5.88| 23
M| 40| 25| sa| 30| %Z] 725|133 2.06| 202 3021011 55| 031181081101 76| 0.74| 0,70 0.29| 0,70 | 0.68| 7.73| 7| 409 | 9.90| 589 | %7
bl e s4| %9 00| 100 00| >*0 a1 00 %51 0178192 06| 00| 074| 00| 073 00| 2| 00| 417| 00| s519| 00
R | 40 26| 54 0’2 833| 1,67| 1,75 31’% 31'2 O’S 0’8 O’é 0’8 g 0’8 0,67| 0,81| 0,72| 0,74| 0,60| 0,57| 9,33 14’8 4,11 12*1 5,11 22'2
RIL | 8| 25| sa|32|%%] 202| 275 2.07| P3| 325102193\ 03130I LTI 120 072 0.76| 070 | 0.38| 069 | 0,79| 100 | 17| 74| 27| 54| 220
RIL | 40| 26| sa|32|%!] a00| 100] 235| 22| 309102 72)03113120| L1 070) 0.75| 0,70 | 0.34| 0.72| 0,75| 135 | 22| 38| 9.71| 68| 1%
RIL | 38| 25| 48| 30| "0| 350| 193] 2.48| 23| 4231011 08)0211312110.71 069 0.76| 068 0.43| 0.71| 053] 9.67| 27| a07| 1| 58| 30
RIL | 40| 25| sa| 30| ™3] ass| 131] 201|203 300101 77| 0.212811610.01 069 0.76| 0.60| 054| 0.72| 060| 103 | 11| 67| 13| 579 197
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s | 1 |2/ 3lals] 6| 7] 8] o 10 |ua|e]3]1alas]ie] 17| 18] 10 20 20| 22|23 ] 24| 25] 26 27/ 28
O | pc | psw | SuR SeStr | M100Se | VP-K | VP-SL | VP-S2 | Fv/Fm-K | Fv/Fm-S1 | Fv/Fm-S2 | ETR-K | ETR-SL | ETR-S2
2o ler | YBR[ Br| kis | BF | kis| Br ks [BF| K [BF| K |Br| K| BF | Kis| BF |Kis | BF | KIS | BF | Kis| BF | KIS | BF | KIS
RIL | 38| 25| 54| 30| %3] as8| 210] 2.20| 20| 47310210503 IL8ILS L0 071 ) 077] 070 0.36| 063 | 0.76| M2 | 22| 679|108 549 24T
RIL | 38| 25| 54| 30| 0] 3.00| 100] 221| 243 510 13| 0212 LTI L2 073 0.79| 068 0.36| 070 | 0.73| Z1T | 42| 700|109 66| 22
B | a0| 25| sa| 31| bp| 492|047 205| ¥0| P01 02 00109125122100 1 066 | 0,78| 057| 039| 061| 0.72| 129|100 4aa| 21| 689 227
RIb | 40| 29 35|%0| 400| 00317 2621021631031 L71221121 73| 081| 0,68| 067 060| 050| 31| 12| 707| 846|699 1]
BI- | 38] 25| 54| 31| %% 175] 210 300| 27| 3051 02155/0.21381 201071 071 0.78| 066 | 057| 0,73| 0,77| M5 | 1071 56| 12| 984|272
RIL | 40| 26| 54| 30| %% 5.27| 18| 356| 245 | 001 02| 27|05 10128148 064 0.70| 0,64 | 054| 071 | 0,78| 135|183 573) 10| g o3| 2T
it 29 36|%0| 433| 00| 284 2181021431031301251031 073 0,78| 0,69| 062| 067| 054| 20| 111 503] 7.72| 393 13
Bt | 38| 26| 52|29 l'é 4,00| 153| 2,92 26’5 43'2 O’é 5’8 o,g e 2’3 1’8 0,73| 0,81| 0,58| 0,47 0,71 0,74 16’8 24’? 331 14*2 4,06 21'5
BIL | 40| 26| 54| 3303 375|125 330| 22| 3301021001041 11 260441 72| 0.76| 0,65 | 0.44| 065 | 0.64| 887| Z7| 377| 10| 73| 1]
RIL | 40| 25 54| 20| ™0 5.08| 046 1,07| 30| 431021581041 201131151 069 0,76( 0,71 | 0.45| 053 | 054| 897| *4%| 88| 13| 68| %]
Pl 54/ 37| 22| 00| 100| 00| 39 091821081921951921 00| 0.75| 069| 00| 0.73| 00| 927| 22| 18| 00| 727] 00
i 29 37|%0] 6.18| 00| 254 3431021741021231181131 73| 0,76| 0,61| 047 063| 0.80| % | #7 1 350| 9,20 6,56 2%7

Se nadaljuje.
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Nadaljevanje priloge D.

s | 1 |2/ 3lals] 6| 7] 8] o 10 |ua|e]3]1alas]ie] 17| 18] 10 20 20| 22|23 ] 24| 25] 26 27/ 28
O | pc | psw | SuR SeStr | M100Se | VP-K | VP-SL | VP-S2 | Fv/Fm-K | Fv/Fm-S1 | Fv/Fm-S2 | ETR-K | ETR-SL | ETR-S2
2o ler | YBR[ Br| kis | BF | kis| Br ks [BF| K [BF| K |Br| K| BF | Kis| BF |Kis | BF | KIS | BF | Kis| BF | KIS | BF | KIS
Kb | a| 27 32|%9| 500 00227 422101179102 L8112 LT1 061 | 079] 061| 062| 058| 055| T35 | 17| 43| 862 630 242
RIL | 40| 26| sa|31|%]] 507|156 2.06| 200 410102 70| 04115125101 00| 073 00| 055| 00| 058 00| 5| 00| *%]| 00| 187
RI- | 38| 25| s5a[30| 10| 48| 167| 241] 22| 40e |0 011041221251 15 076] 0.73] 065| 049] 051| 059 | 145|201 539|122 741 ] 20
PIb | 38| 26| sa| 31| %3] 37| 125 2.07| 38 0910 10O LTI LY 075 0.68| 061 052| 063| 0.69| 105 | 1OT| 332|123 614 | B0
PIb | 38| 25| sa| 29| M7] 37| 186) 2.73| P5| 2102 1| 0TI L1071 074) 0.80| 064| 031| 065 073 5| 22| 636 | 6.99| 837 | T
e 29 37|%9| 383| 00| 2,90 242107]03108123 1111131 069 0,74| 0,66 | 063| 062| 050| 21| 22 560| 108 | 577] 137
RIE | s8] 27| sa|30|%%) 38| 138] 258| 5| 03107108 |001 1011012 070 0,78| 067 0.4a| 067 066| Z13| 22| 109 M1 63| 200
RE | 40 26| 52| 30 2| 400| 1.43] 2,74 27’3 50'5 O’é 6’2 O’é 2’3 O’? 1’5 0,69| 0,74| 0,71| 055 0,74 | 0,74 22'8 23'3 9,12 18*‘71 6,69 22'2
PIb | 8| 27| s2| 31| 0| 33| 254 3.20| P32 433107152/051121121091 75| 0.77| 071 045 055 | 0,72| 2| 81| 302 9.03| 5.12| 242
Rit 36|%2| 0.33] 150 | 1,75| 183|402\ 0.1 167)0.310010.3100) 6711 070|069 082] 059| 60| 13| 227 633| 6,96 6.49| 1S
B |z 32|%0| 53| 00| 2.46 00108173108 1271211121 75| 0,75| 0.71| 08| 067| 056| 0| 37| 8g6| 931| 930] 17
R s 26 36|%9| 4.20] 200 306| 33| 38|07 165) LI\ L2108 ) 671] 0.80| 069 | 0.40| 056 | 0.74| 20T| 241|332 | 130 600| 21

Se nadaljuje.
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Nadaljevanje priloge D.

s | 1 |2/ 3lals] 6| 7] 8] o 10 |ua|e]3]1alas]ie] 17| 18] 10 20 20| 22|23 ] 24| 25] 26 27/ 28
O | pc | psw | SuR SeStr | M100Se | VP-K | VP-SL | VP-S2 | Fv/Fm-K | Fv/Fm-S1 | Fv/Fm-S2 | ETR-K | ETR-SL | ETR-S2
2o ler | YBR[ Br| kis | BF | kis| Br ks [BF| K [BF| K |Br| K| BF | Kis| BF |Kis | BF | KIS | BF | Kis| BF | KIS | BF | KIS
ML as| 27 35|%0| 7,00 00| 257 28010117.31021201251031 71| 0,74| 0.74| 057 | 0.66| 053] **3| #*Z| 450 825 | 83| 1%
RIL | 38| 26| 54| 30| %3] 350| 156| 2.68| 20| 4071021 58| 041201231091 75| 0.75| 0.60| 0.46| 030 | 061 | TV5| 82| 304| 1T| 349 1T
RIb | 38| 27| 52| 32|%%| 250| 133 | 244| Shp| 310|021 05011821108 6751 0.74] 068 | 058] 0.45| 054 | ZhT| 0| 60| D 621 ] 1D
Pb | 38| 26| 52| 33| h0| 360| 115 40| 28| 2071021 00)0.81081221001 070 0.76| 073| 0.80| 053 | 0,33| *32| “10| 398 5.00| 7,01 | %2
Pb | 40| 25| s2| 28| ho| 358| 117| 265| 33| 021021 68|05 1101121031 069 0.74| 068 0.4a| 069 | 069| 25| 22| 451 | 102|720 180
ML | as| 26| s6| 33| %2] 2.33] 200 364| 70| P10 07| TR |02 20110113 076 | 0,75| 070 | 0.49| 08| 063 TT| 20| 334| T 666 | 1]
RIL | 38| 25| s2|30|"0| 375| 208| 310| 245|295/ 011 55| 1113\ 12112 067] 0.77| 066 | 026] 0.68| 01| T10| 27| asn| 10| 67| 2
RI-| 38 25| 52|28 11 433] 1.21] 3,04 30’2 39'2 0’; 7’8 o,g 1’2 1’2 ol o71| 078| 01| 043] 067] 0,71 13’% 29'2 431 12*; 6,68 1"
L | 38| 25| 52| 29| %3] 3.08| 182| 3.46| 22| 37810715200 LIILTIO08) 75| 0.73| 052 0.43| 0.64| 0.71| 897| 70| 561 | 11| 620 | 1Y
RIL | 47| 28| s6| 33| 0| 5.33] 100| 2.47| 30| 3501071 99|02125120| 181 76| 0.77| 054| 0.41| 067 | 067| 12| 70| 706 | 11| 40| 204
RIL | 38| 26| 52| 30| %f| 40| 178] 2.04| 3] | 402100150)08122122| L4} 062 0.74| 064 0.45| 0.42| 0.68| M2 | 41| 51| 7.96| 2.04| P27
RIL | 40| 26| 52| 31| 1] 3.02| 038] 152| 13| 4051071 58)03125118| 120 067 0.78| 0.63| 0.36| 0.73| 0.73| 9| 12| 600|109 303|222

Se nadaljuje.
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Nadaljevanje priloge D.

s | 1 |2/ 3lals] 6| 7] 8] o 10 |ua|e]3]1alas]ie] 17| 18] 10 20 20| 22|23 ] 24| 25] 26 27/ 28
O | pc | psw | SuR SeStr | M100Se | VP-K | VP-SL | VP-S2 | Fv/Fm-K | Fv/Fm-S1 | Fv/Fm-S2 | ETR-K | ETR-SL | ETR-S2
2o ler | YBR[ Br| kis | BF | kis| Br ks [BF| K [BF| K |Br| K| BF | Kis| BF |Kis | BF | KIS | BF | Kis| BF | KIS | BF | KIS
RIL 29 33|%2| 38| 100 3,26| 29| 295|07162)05128/ 181071 570| 0.78| 061 056| 0.72| 038 | 15| 72| 528 | 17| 332 | M1
L | 38| 25| sa| 31| %3] a25| 100] 253| Z10| 4221071 91| 02124118\ 180 064 0.73| 064 | 0.30| 062|073 M3 | 23| 677| 03| 328|237
RIL | 38| 26| 52|30| 2| 358| 167| 3ag| 22| 31|02 0202109/ 12108 076] 0.78] 071 | 048] 0,18| 0,64 | 22| Z2r| 739 P3| 102| 11
Db s 28 36|%0| 3.00| 00| 287 33.71011481021301231151 076 | 0,78| 0.73| 039 | 0.74| 0.69| 27| 22 9g0| 237 | 774 21
ol as| 32|%0| 383| 00| 1,89 10.8102153102)22132 1150 072| 073] 0.71| 045 | 064| 052| TVL| P2 92| FHO| T2 169
B | 40| 28| 54| 30| %% 433] 033 2,18 500 70 NT1021301251121 075 0,73| 0.77| 046 | 067| 067| 100 | 28| 83| 20| 198] 243
P- | 38| 24| sa| 28] %3] 325|100 268| 0| 5107 P3|031221 20178 76| 0,77| 072| 0.41| 066 | 056| 200 | 20| 859 | 12| 954 | 207
Ri- | 38| 25| s4] 30 l'é 218/ 2,07| 2,56 26’2 33’5 Oé 9’1 O’; 2’8 2’2 1’5 0,67| 0,78| 0,75| 0,34 | 0,68| 0,39| 8,70 20'5 9,30 12*3 10’3 19’§
PIL | 38| 25| 56| 31| 00| ags| 183 271| 200 271|008\ 02ILII28 | 101 76| 0.74| 078 0.38| 037 | 050| 23| 2| 816 | 27| 676 | 211
RIL | 38| 24| 56| 28| 0| 375| 067| 250| 10| 305101 78018124 L2076 0.74| 076 | 0.28| 036 | 0.43| 22| 27| 724 9.30| 7,20 187
RIL | s8] 27| sa| 32| %3] 317| 140| 3.33| 5| 3141 01168108138133|LT1 072) 071|075 0.43| 026 | 0.34| 8| 23| 61| 29| 303|137
RIL | 38| 26| 56| 30| %2| 4g3| 143 253| Zh)| 3431011 88)08I1812T13.00 75| 072| 075| 0.36| 0.73| 052| 075 | *0| 628 | 12| 142|207

Se nadaljuje.




Zupin, M. Odziv navadnega fizola (Phaseolus vulgaris L.) na susni stres: kvantitativno kartiranje lokusov.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2017.

Nadaljevanje priloge D.

s | 1 |2/ 3lals] 6| 7] 8] o 10 |ua|e]3]1alas]ie] 17| 18] 10 20 20| 22|23 ] 24| 25] 26 27/ 28
D2 | pc | pstr | suR SeStr | M100Se | VP-K | VP-SL | VP-S2 | Fv/Fm-K | Fv/Fm-S1 | Fv/Fm-S2 | ETR-K | ETR-SL | ETR-S2
aoler | K er | Br| kis | BF [kis | BF | kis |BF| ' BF| [BF| Y| BF | KIS | BF |Kis | BF | Kkis | BF | Kis| BF | KIS | BF | KIS
RIL 12 152] 281]0.1]6,9]0.2| 19|23 |22 275 138 273
b | 38| 26| sa[32| 2| 40| 187| 208 02| 20| 01| 0010210123122 078] 0.78| 0,76 | 041 0.36| 0,60( 790 72| 7.01| T3T | g5a| 23
RIL 0,0 202(01(52|0421]28]1,0 11,0] 19,5 185
ot | as| 29 37|%0| 458| 00| 289 2107521051201 2812 075| 0.74| 0.72| 0.42| 00| 050| *12| 12] 3.04| 8a1| 20| 1
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PRILOGAE

Rezultati fizioloskih parametrov navadnega fiZola sorte 'Tiber' in sorte 'Starozagorski ¢ern’, merjenih pred suso, v treh ¢asovnih stopnjah suse in rehidraciji v

poskusu 1JS 2.

Appendix E: Results of physiological parameters measured on two common bean cultivars 'Tiber' and 'Starozagorski ¢ern' before drought, at three time points of
drought, and at rehydration in experiment 1JS 2.

Parameter
Obravnavanje Relativna Vodni Stomatalna Potencialna Hitrost
vsebnost vode potencial prevodnost Transpiracija | Netofotosinteza | fotokemitna transporta Ucinkovitost
v listih (%) (MPa) (umol HLO m2sY) | (mmol H,0 m?s™Y) | (umol CO, m?s?) | ucinkovitost elektronov izrabe vode
Sor- | Treti-\Dan | &, gp %+SE %+SE %+SE %+SE %+SE %+SE %+SE
ta ranje |suse
99,87 + -0,18 = 0,05+ 0,69 + 3,28+ 21,57+ 4,56 +
0 |05 a (0,02 ab 0,01 cd 0,16 cdef 0,82 bcd [0,81+0 |b 2,39 de |0,39 ab
99,44 + -0,23 + 0,07 £ 1,34 + 5,03+ 25,1+ 4,24 +
K 4 10,56 a (0,04 ab 0,01 bcd |0,31 bcd 0,84 ab 0,81+0 |bc 1,62 bc |0,60 ab
92,66 + -0,24 + 0,04 + 0,8 + 1,33 + 20,68 + L2 [
7 14,83 ab 0,02 ab 0,01 cd 0,12 bcde 0,38 cde [0,8+0 |bc 0,44 de |0,41
97,33 + 0,49 + 1,22 + 17,6 + 2,49+
) 11 (0,71 a [-02=+0 ab [0,03+0 |cd 0,01 cdef 0,33 cde |0,8+0 |bcd |4,80 de |0,62 bcd
3 99,87 + -0,18 + 0,06 + 0,87 + 4,18 + 28,28 + 4,81+
[ 0 |05 a (0,02 ab (0,01 cd 0,08 cdef 0,49 bcd [0,81+0 |bc 1,16 ab [0,31 ab
) 97,26 £ -0,46 + 0,05 + 0,87 + 3,12+ 20,72 + 343+ |abc
s 4 10,94 a |0,06 b 0,01 cd 0,14 bcdef |0,74 bcd [0,81+0 |bc 3,16 de |0,38 d
72,34 £ -0,93 + 0,27 + -1,43 + 19,34 £ -5,6 £
7 |8,76 c |0,18 c |0,01+0 |d 0,03 def 0,06 f 0,79+0 |bcd |2,09 cd |0,78 f
16,76 £ 0,05 +
11 0,96 e -2,8+£0,2 |e 0+0 f 0,05 f
R 96,65 + -0,17 0,02 + 041 + -0,01 £ 0,77 + 19,58 + -1,32 £
11 |1,75 0,04 0,01 0,15 0,38 0,02 0,79 1,19

Se nadaljuje.
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Nadaljevanje priloge E.

Parameter
Obravnavanje Relativna Vodn.i Stomatalna Potencialna Hitrost
vsebnost vode potencial prevodnost Transpiracija | Netofotosinteza | fotokemi¢na transporta Ucinkovitost
v listih (%) (MPa) (umol H,0 m?s?) | (mmol H,0 m?s™) | (umol CO, m?s?) | ucinkovitost elektronov izrabe vode
Sor- | Treti-\Dan | 2, %+ SE %+ SE %+ SE %+SE %+SE %+SE %+SE
ta ranje | suse
97,88 + -0,16 = 0,07 £ 1,07 £ 24,36 + 4,65 +
0 |0,34 a (0,02 a |[0,02 cd 0,23 cdef [4,71+0,9 |[bc |0,8+0 |bc 1,87 cd 0,39 a
99,13 + -0,27 + 0,13+ 31,48 2,68 +
K 4 10,87 a (0,02 ab [0,02 ab 2,1+£03|a 5+0,17 |cd 0,8+0 |cd 0,91 ab |0,37 d
91,58 + 0,25 + 0,09 + 1,61 + 2,13+ 2227 + 1,42 +
. 7 12,63 ab |0,03 ab [0,01 ab 0,24 a 0,11 cd 0,8+0 |bc 2,27 cd 0,19 d
g 92,89 + -0,22 + 0,07 + 1,03+ 21,37+ 1,71
7_; 11 (0,94 ab |0,03 ab |0,01 abc |0,18 abc 1,48 £ 0,4 | de 0,78+0 |d 4,63 cd |0,54 d
Z 97,88 + -0,16 + 0,09 + 1,34 + 33,18+ 4,17 +
) 0 |0,34 a 0,02 a (0,01 a 0,15 ab 5,61+0,8 |a 0,810 | b 0,72 a |0,29 abc
S 83,4+ -0,77 + 0,34 + 0,66 + 19,93 + 0,06 +
g s 4 1781 b 0,07 c 0,02+0 |d 0,08 ef 0,55 ef 0,81 +0 |bc 1,14 cd [1,11 e
; 33,73 + -1,62 + 0,18 + -1,17 + 0,74 + 13,62 + -8,68 +
7 14,8 d 0,17 d 0,01+0 |d 0,03 f 0,29 f 0,01 e 1,74 e 2,26 g
14,01 + 0,01 +
11 |0,73 e 3+0 e 0,01 0,10 -1,59 0,01 f 0+0 f -15,62
R 86,99 + 0,07 £ 1,02 £ 26,25+ 1,77 £
11 (3,71 -0,4+0 0,02 0,15 1,75+ 0 0,770 2,35 0,27
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PRILOGA F

Vsebnost vode v substratu (VVS), relativna vsebnost vode v listih (RVV) in vodni potencial (VP)
rastlin navadnega fiZola sorte 'Tiber' in 'Starozagorski ¢ern’ dan pred suso (0. dan), med suso (3.—
11. dan) in v rehidraciji (11R) iz poskusa 1JS 1 (Zupin in sod., 2017: 6). Sorta ‘Tiber" je na grafu
oznacena s kvadratom, sorta 'Starozagorski' pa s krogom. Prazni simboli predstavljajo kontrolne rastline,
polni simboli pa rastline v susi. Prikazane so povpre¢ne vrednosti treh ponovitev vzorcev s + standardno
napako. Z »*« so oznaceni vzorci, kjer je podan podatek za eno samo rastlino, ker so se ostale posusile.
Rezultati rehidriranih rastlin so desno, loCeni s értkano ¢rto. Razli¢ne male érke (a, b, ¢) oznacujejo
znacilne razlike med vzorci na dolo¢eni dan suse, ki so bile izradunane s testom ANOVA.

Appendix F: Soil water content (VVS), relative water content (RVV) and water potential (VP) of two
common bean cultivars in control conditions, at the initiation of drought (day 0), during drought
(day 3-11) and at rehydration (11R) from 1JS 1 experiment (Zupin et al., 2017: 6). Cultivars are Tiber
(square) and Starozagorski (circle). Open symbols represent control values and filled symbols represent
treatment values. Data are means + SE of 3 plants, exceptions where due to wilting only 1 plant remained
are marked with *. Rehydration is separated by vertical dash line. Different letters (a, b, ¢) represent
statistically significant differences on a given day, determined by ANOVA.

a LI
nga :
osmd N @adE |
I AT S
z g © o3| oa
B NN
§ 40 - ’..u.-._.mbz Q'h"eb
et go
el
"’-&—-..b
20+ b

B

we

80 4

RVV (%)
8
[}

".b “ab_ m
40 -
. EL
o€
0—p
B —-_m-a-a—n——'—a; a
B a
a™ ab @i W
A . . ed
-1- .
.b L
= \
g .
g \ i 3
N,
L ] mo
_3..
T T T T T T T
0 3 5 7 9 11 11R



Zupin, M. Odziv navadnega fizola (Phaseolus vulgaris L.) na su$ni stres: kvantitativno kartiranje lokusov.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2017.

PRILOGA G

Relativna vsebnost vode v listih (RVV) (a) in vodni potencial (VP) (b) rastlin, izpostavljenih susi (S), ter
kontrolnih rastlin (K) navadnega fiZola sorte 'Tiber' (TB) in 'Starozagorski ¢ern' (SC) v tirih &asovnih

stopnjah suse (4., 10., 24. in 38. dan) in v rehidraciji (RE) iz poskusa BFg .

Appendix G: Relative water content (RVV) (a) and water potential (VP) (b) of cvontrol (K) and drought
stressed common bean plants (S) of 'Tiber' (TB) and 'Starozagorski ¢ern' (SC) cultivars in four time-

a)

RVV (%)

b)

VP (-MPa)

points of drought (day 4, 10, 24 and 38) and at rehydration (RE) from experiment BFg, .
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PRILOGAH

Vpliv relativne vsebnosti vode (RVV) v listih in vodnega potenciala (VP) na prevodnost listnih rez (gs) ter
povezava med gs in netofotosintezo (Ay). Prikazani so rezultati meritev vseh 3—6 ponovitev na obravnavanje.

Apendix H: The impact of the relative water content (RVV) in the leaves and the water potential (VP) on the
leaf stomata conductance (gs) and the connection between the gs and neto-photosynthesis (Ay). The results of
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Nadaljevanje priloge H.
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Seznam testiranih in polimorfnih kombinacij uporabljenih markerjev.
Appendix I: List of tested polymorphic markers.

PRILOGA I

Vrsta markerja

Stevilo
kombinacij

Polimorfna
kombinacija

Stevilo polimorfnih markerjev
‘Tiber'

‘Starozagorski'

Stevilo
markerjev

ISSR

O© 00 N O O b W N -

el ol e =
o U A WN R O

LOL2
LOL3
LOL4
LOLS5
LOL6
LOL7
LOL9

LOL10
LOL12

PHV2
PHV3
PHV4
PHVS
PHV6
PHV7
PHV8

F QN

P P, W w N D

2
2
1
2

53

RAPD
Semi random

FAGR3

FAGR16
FAGR17
FAGR21
FAGR24

N N P (PN WO W WDNDDN

11

SRAP-RGA

© 00 N O 0o & WO N PEFP[(POWDNPFP P

[ el
w N P O

komb.
komb.
komb.
komb.
komb.
komb.
komb.
komb.
komb.
komb.
komb.
komb.
komb.

3

9

10
16
21
22
23
24
26
27
30
31
39

NN P P DN

PN RN R

N S R
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Nadaljevanje priloge I.

Vrsta markerja Stevilo Polimorfna Stevilo polimorfnih markerjev Stevilo
kombinacij kombinacija ‘Tiber’ ‘Starozagorski'’ markerjev
14 komb. 40 1
15 komb. 41 1
16 komb. 119 1
17 komb. 48 2
18 komb. 55
19 komb. 60
20 komb. 66
21 komb. 80 1
22 komb. 87 1
23 komb. 99 1
24 komb. 103 1
25 komb. 107 2
26 komb. 112
27 komb. 117 1
28 komb. 130 1
29 komb. 131 1
30 komb. 134 1
31 komb. 136 1
32 komb. 1 2
33 komb. 23 4 1
34 komb. 51 1 1 60

RGAP 1 komb. 1 1
2 komb. 2 1
3 komb. 3 1
4 komb. 4 3
5 komb. 8 1
6 komb. 10 3
7 komb. 11 1
8 komb. 13 1
9 komb. 14 2
10 komb. 21 1
11 komb. 22 3
12 komb. 23 2 1
13 komb. 30 1
14 komb. 32 1 1
15 komb. 38 1
16 komb. 40 1
17 komb. 41 3
18 komb. 43 2

Se nadaljuje.
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Nadaljevanje priloge I.

Vrsta markerja Stevilo Polimorfna Stevilo polimorfnih markerjev Stevilo
kombinacij kombinacija ‘Tiber’ ‘Starozagorski'’ markerjev
19 komb. 44 4
20 komb. 45 2
21 komb. 53 1
22 komb. 55 1
23 komb. 56 3
24 komb. 60 1
25 komb. 62 1
26 komb. 68 2 1 49

SRAP
1 komb. 3 1
2 komb. 4 1
3 komb. 6 1
4 komb. 8 1 1
5 komb. 12 1
6 komb. 16 2
7 komb. 21 1 3
8 komb. 22 2
9 komb. 23 1
10 komb. 25 1
11 komb. 32 1
12 komb. 33 1
13 komb. 34 1
14 komb. 35 1 1
15 komb. 36 1
16 komb. 41 2 2
17 komb. 45 1
18 komb. 48 1
19 komb. 49 2
20 komb. 51 1 1
21 komb. 53 2 1
22 komb. 55 1
23 komb. 57 1
24 komb. 62 1
25 komb. 63 1
26 komb. 64 1 40

Vsota vseh markerjev 214
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PRILOGA

Seznam kombinacij zaéetnih oligonukleotidov akvaporinom podobnih sekvenc in njim najbolj podobnih ze
znanih sekvenc akvaporinov.

Appendix J: List of aquaporin-like primer combinations and their most similar nown aquaporin sequences.

Oznaka Kombinacija | Skupina Dolzina NCBI BLAST: thlastx
sekvence o0z. | /Primer MIP (bp, A. K))
fragmenta
1-2 2/PIPF1 + PIP 202; 67 Aquaporin  PIP2-like  Glycine max (acc.
PIPR1 XM003518249.1); Phaseolus vulgaris aquaporin
(START+T EF 624002
M6)
1-3 2/PIPF1 + PIP 206; 68 Aquaporin PIP2-like Glycine max
PIPR1 (acc. XM003518249.1)
(START+T
M®6)
13-5 18/PIPF2 + PIP 993; 331 Phaseolus vulgaris putative aquaporin-1 (Mip-1)
PIPR1 Frame +3 | mRNA, (acc. U97023.1)
(N terminal
+ TM6)
13-9 18/PIPF2 + PIP 984; 328 aquaporin 2 Bruguiera gymnorhiza (acc.
PIPR1 Frame +3 | ABL76066.1)
(N terminal
+ TM6)
20-1 21/ TIPF2+ | TIP 642; 214 AF275315.1
TIPR3 Frame -2 Lotus japonicus water-selective transport intrinsic
(TM2 + membrane protein 1 mRNA, complete cds
TM6) 209 1131 91% 1e-891 FJ234419.1
Sinapis arvensis tonoplast intrinsic protein (TIP1)
MRNA, complete cds
204 883 84% 6e-891 U92651.2
Brassica oleracea var. botrytis tonoplast intrinsic
protein bobTIP26-
20-2 21/ TIPF2+ | TIP 642; 214 Enako kot 20-1
TIPR3 Frame -2
(TM2 +
TM6)
20-3 21/ TIPF2+ | TIP 642; 214 Enako kot 20-1
TIPR3 Frame -2
(TM2 +
TM6)
20-4 21/ TIPF2+ | TIP 642; 214 Enako kot 20-1
TIPR3 Frame -2
(TM2 +
TM6)
20-5 21/ TIPF2+ | TIP 642; 214 Enako kot 20-1
TIPR3 Frame -2
(TM2 +
TM6)
21-1 21/ TIPF2 + | TIP 509; 169 Glycine max aquaporin TIP4-1-like
TIPR3 Frame -1 (XM_003522660.1)
(TM2 +
TM6)

Se nadaljuje.
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Nadaljevanje priloge J.

Oznaka Kombinacija | Skupina Dolzina NCBI BLAST: tblastx
sekvence oz. | /Primer MIP (bp, A. K))
fragmenta
21-2 21/ TIPF2+ | TIP 509; 169 Glycine max aquaporin TIP4-1-like
TIPR3 Frame (Acc. 001255640.1)
(TM2 +
TM6)
21-3 21/ TIPF2+ | TIP 513; 171 Glycine max aquaporin TIP4-1-like
TIPR3 Frame +1 | (XM_003522660.1)
(TM2 +
TM6)
23-1 22/ TIPF3+ | TIP 642; 214
TIPR1 Frame -2
(TM2 + L5)
23-2 22/ TIPF3 + | TIP 642; 214 AF275315.1
TIPR1 Frame -2 Lotus japonicus water-selective transport intrinsic
(TM2 + L5) membrane protein 1 mRNA, complete cds
212 1117 90% 1e-901 AP004479.1
Lotus japonicus genomic DNA, chromosome 1,
clone: LjTO3H13, TM0012b, complete sequence
212 1123 90% 4e-891 FJ234419.1
Sinapis arvensis tonoplast intrinsic protein (TIP1)
MRNA, complete cds
204 894 86% 5e-891 U92651.2
Brassica oleracea var. botrytis tonoplast intrinsic
protein bobTIP26-1 mRNA, complete cds
204 871 86% 8e-891 DQ226889.1
Boechera divaricarpa isolate SLW-D-E07 mRNA
sequence
204 900 86% 8e-891 AY059134.1
Arabidopsis  thaliana putative aquaporin
(At2g36830) mMRNA, comple
23-3 22/ TIPF3+ | TIP 642; 214
TIPR1 Frame -2
(TM2 + L5)
23-4 22/ TIPF3+ | TIP 642; 214
TIPR1 Frame -2
(TM2 + L5)
23-5 22/ TIPF3 + | TIP 642; 214
TIPR1 Frame -2
(TM2 + L5)
19-3 Glycine max aquaporin TIP4-1-like
NM_001255640.1|
88%, 3e-76

Se nadaljuje.
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Nadaljevanje priloge J.

Oznaka
sekvence o0z.
fragmenta

Kombinacija
[Primer

Skupina
MIP

Dolzina

(bp, A. K))

NCBI BLAST: tblastx

18-1, 18-2,
18-3, 18-5,
18-6, 18-7

625

AF275315.1 Lotus japonicus water-selective
transport intrinsic membrane protein 1 mMRNA,
complete cds

201 1139 90% 2e-872

AJ243309.1 Pisum sativum mRNA for putative
tonoplast intrinsic protein (gene tipl-1)

190 1158 89% 3e-862

FJ234419.1 Sinapis arvensis tonoplast intrinsic
protein (TIP1) mRNA, complete cds

194 901 86% 3e-86

18-4

gb|HQ632856.1| Phaseolus vulgaris Rpp4 Asian
soybean rust resistance gene locus 86% 3e-27

17-3

Accession Description Max score Total score
Query  coverage E value N Links
NM_001255640.1

Glycine max aquaporin TIP4-1-like
(LOC100793258), mRNA  >gh|BT093886.1|
Soybean clone JCVI-FLGmM-14G14 unknown
mRNA

141 1881 75% 2e-1041 XM_003522660.1
PREDICTED: Glycine max aquaporin TIP4-1-like
(LOC100811447), mMRNA

138 1954 76% 7e-104

17-2

NM_001255640.1

Glycine max aquaporin TIP4-1-like
(LOC100793258), mRNA  >gh|BT093886.1]
Soybean clone JCVI-FLGM-14G14 unknown
mRNA

2191936 77% 5e-1101 XM_003522660.1
PREDICTED: Glycine max aquaporin TIP4-1-like
(LOC100811447), mRNA

217 1948 77% 1e-1091

17-1

NM_001255640.1

Glycine max aquaporin TIP4-1-like
(LOC100793258), mRNA  >gh|BT093886.1|
Soybean clone JCVI-FLGM-14G14 unknown
MRNA

219 1926 77% 5e-1104 XM_003522660.1
PREDICTED: Glycine max aquaporin TIP4-1-like
(LOC100811447), mRNA

217 1936 77% 1e-109

Se nadaljuje.



http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#5139542
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/209892836?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=V9USP8DC016
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#209892836
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=Translations&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=VMECHH1F016&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&WORD_SIZE=3&DISPLAY_SORT=1&HSP_SORT=1#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=Translations&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=VMECHH1F016&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&WORD_SIZE=3&DISPLAY_SORT=2&HSP_SORT=1#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=Translations&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=VMECHH1F016&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&WORD_SIZE=3&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=Translations&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=VMECHH1F016&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&WORD_SIZE=3&DISPLAY_SORT=0&HSP_SORT=0#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/363806971?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=VMECHH1F016
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#363806971
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/356507914?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=VMECHH1F016
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#356507914
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/363806971?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=VMEND2TJ01N
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#363806971
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/356507914?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=VMEND2TJ01N
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#356507914
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/363806971?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=VMF8Z28B013
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#363806971
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/356507914?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=VMF8Z28B013
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#356507914
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Nadaljevanje priloge J.

Oznaka Kombinacija | Skupina Dolzina NCBI BLAST: tblastx
sekvence oz. | /Primer MIP (bp, A. K))
fragmenta
3-5 985; pozor: | EF030420.1
ne najdem | Jatropha curcas aquaporin mRNA, complete cds
od 2251371 75% 6e-1343 EF126757.1
plazmida Bruguiera gymnorhiza aquaporin 2 (PIP2) mRNA,
sekvenca complete cds
na 3' | 223 1309 76% 6e-1343 GU989036.1
ATCAC Dianthus caryophyllus aquaporin mMRNA, complete
cds
222 1198 75% 2e-1333 JF706350.1
Dianthus caryophyllus pip2 (PIP2) gene, complete
cds, alternatively spliced
224 1264 80% 6e-1334 EU599222.1
Manihot esculenta aquaporin  (AQP) gene,
complete cds
3-6 587 U97023.1

Phaseolus vulgaris putative aquaporin-1 (Mip-1)
MRNA, complete cds
174 1643 68% 7e-77



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/121483699?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=VMD0MAFM012
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#121483699
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/119514507?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=VMD0MAFM012
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#119514507
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/302320872?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=VMD0MAFM012
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#302320872
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/379067425?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=VMD0MAFM012
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#379067425
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/182408101?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=VMD0MAFM012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/2149954?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=V9WU4AJ1016
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#2149954
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PRILOGA K

Rezultati fiziologkih parametrov RIL navadnega fizola, merjeni v treh ¢asovnih stopnjah iz poskusov na BF
in KIS.
Appendix K: Results of physiological parameters measured on 82 RILs of common bean at three time-stages
of drought stress in experiments at BF and KIS.

Obravnavanje Parameter
Vodni potencial (-MPa) Potencialna fotokemi¢na ETR
ucinkovitost (Fv'/Fm')
RI | Dan X £SE X +SE X +£SE
L suse
B | KI BF KIS BF KIS BF KIS
F S
1 0 0 | 0,18+ a 0,44 + a 0,77 + a 0,72 + a 8,57 a 17,48 + a
0,07 0,04 0,01 0,04 0,55 2,32
10 | 14 0,47 £ a 1,95 + b 0,55 + a 0,44 + a 4,39 + a 9,03 + a
0,07 0,2 0,12 0,11 1,16 1,05
23 | 17 1,4+£0,7 | b 095+0 a 0,61 + a 0,61 + a 4+ 1,54 a 19,24 + a
b 0,03 0,04 1,09
2 0| 0 0,23+ | a| 05= |al| 076+ [ a| 0,72+ | a 7,97 + a 1961+ | a
0,07 0,07 0,02 0,04 0,17 2,41
1014 047 [a| 255+ | b | 057« | a|04x0,1] a 5,16 + a| 958+03 | a
0,13 0,78 0,09 2,03
23 | 17 1,85+ b 1+0 a 0,61 + a 0,63 + a| 1,9+£032 | a 30,38 + a
0,57 0,06 0,03 5,03
3 0 0 0,18 + a| 055+0 | a 0,65 + a 0,77 + a 8,47 + a 16,03 + a
0,06 0,08 0,01 1,68 14
10 | 14 0,33 + a 33+ b 0,71 + a 0,58 + a 6,14 + a 8,34 + a
0,03 0,16 0,07 0,05 2,84 0,44
23 | 17 1,45+ a 0,9+0 a 0,71 a 0,55 + a 3,81 + a 11,83 £ a
0,64 0,01 0,02 0,53 0,99
4 0 0 0,12 + a 0,75 + a 0,63 + a 0,76 + a 10,57 = a 28,47 + a
0,04 0,14 0,08 0,01 1,05 3,31
10 | 14 0,47 + a 1,3+ a 0,67 + a 0,55+ a 6,78 + a 15,78 + a
0,27 0,16 0,1 0,05 2,19 1,88
23 | 17 1,67 b 1,15+0 a 0,56 + a 0,75+ a 5,16 + a 14,41 + a
0,15 0,09 0,04 1,21 1,23
5 0 0 0,2 + a 0,72 + a 0,68 + a 0,77 £ a 9,23 + a 33,88 + a
0,05 0,14 0,04 0,03 0,22 5,23
10 | 14 0,25 + a 1,28 + a 0,69 + a 0,41 + a 7,19 £ a 11,44 £ b
0,1 0,06 0,08 0,03 2,77 2,07
23 | 17 1,5+ a 0,7+0 a 0,39 + a 0,73 + a 393+ a 31,72 + a
0,49 0,06 0,02 0,04 3,65 b
6 0 0 0,28 + a 0,62 + a 0,71 £ a 0,76 + a 12,33 + a 2395+ a
0,07 0,08 0,03 0,01 2,35 4,28
10 | 14 0,32 + a 1,65 + a 0,67 + a 0,37 + b 9,38 + a 11,76 £ a
0,14 0,04 0,07 0,06 1,76 1,79
23 | 17 1,3+ a| 1,06+0 | a 0,57 + a 0,6 + a 547+ a 21,53+ a
0,37 0,04 0,06 b 1,43 1,1
7 0 0 0,22 + a 0,56 + al| 0660 | a 0,77 £ a 14,17 = a 2328 + a
0,04 0,01 0,02 5,42 2,83
10 | 14 0,28 + a 19+ a 0,59 + a 0,26 + b 5,62 + a 9,23 + a
0,04 0,57 0,08 0,03 1,36 2,21
23 | 17 1,85+ b 09=+0 a 0,73 = a 0,67 = a 6,28 + a 27,19 = a
0,25 0,04 0,06 1,11 3,06

Se nadaljuje.
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Nadaljevanje priloge K.

Obravnavanje Parameter
Vodni potencial (-MPa) Potencialna fotokemi¢na ETR
ucinkovitost (Fv'/Fm")
RI | Dan X £SE X £SE X £SE
L suse
B | Kl BF KIS BF KIS BF KIS
F S
8 0 0 0,2 + a 0,51 + a 0,77 + a 0,76 + a 5,43 + a 25,77 + a
0,03 0,01 0,01 0,01 1,57 5,56
10 | 14 0,37 + a 1,35+ a 0,66 + a 0,49 + a 9,11 + a 15,88 + a
0,07 0,04 0,05 0,12 1,25 4,05
23 | 17 1,45 + a| 095+0 | a 0,71 £ a 0,65 + a 7,56 £ a 2525+ a
0,16 0,03 0,04 0,58 0,82
9 0 0 0,12+ a 0,59 + a 0,59 + a| 0760 | a 13,97 + a 25,78 + a
0,07 0,05 0,1 3,74 3,75
10| 14 0,35+ a 3,50 b 0,66 + a 0,18 + b 10,44 + a 4,37 + a
0,1 0,03 0,05 2,04 1,63
23 | 17 1,13+ a| 075+0 | a 0,57 + a 53+0,14 | a
0,53 0,07
10 0 0 0,13+ a 0,5+ a 0,57 + a 0,77 + a 11,3+ a 2432 + a
0,04 0,11 0,12 0,01 2,79 3,51
10| 14 0,23 + a|2+041 | b 0,57 + a 0,41 + b 9,96 + a 13,18 £ a
0,06 0,04 0,03 1,53 1,55
23 | 17 2,95+ b 0,9+0 a 0,63 + a 16,69 + a
0,27 b 0,02 b 0,59
12 0 0 0,1 + a 0+0 a 0,65 + a 0+0 a 6,27 a 0+0 a
0,03 0,07 0,92
10 | 14 0,22 + a 0+0 a 0,58 + a 0+0 a 11,13 £ a 0+0 a
0,04 0,02 0,35
23 | 17 2,55+ b 0+0 a 0+0 a 0+0 a
0,63
13 0 0 0,12 + a 0,76 + a 0,72 + a 0,77 £ a 8,78 + a 16,24 + a
0,02 0,14 0,01 0,01 1,44 3,75
10 | 14 0,27 + a 2,6 & b 0,64 + a 0,36 + b 8,87 + a 9,86 + a
0,04 0,73 0,06 0,09 2,42 2,37
23 | 17 2,8+ b | 1,I5+0 | a 0,72 + a 14,69 + a
0,47 b 0,03 b 0,38
14 0 0 0,13+ a 0,54 + a 0,65 + al 078+0 | a 8,13 + a 16,96 + a
0,06 0,02 0,04 0,85 2,51
10 | 14 0,27 + a 1,98 + a 0,65 + a 0,47 + a 7,58 + a 10,47 £ a
0,06 0,14 0,09 0,04 3,15 0,53
23 | 17 1,65+ b 0,8+0 a 0,71 + a 14,05 + a
0,86 0,01 1,77
15 0 0 0,13+ a 0,54 + a 0,68 + a 0,77 + a| 907+1,7 | a 20,18 + a
0,02 0,1 0,04 0,01 1,07
10 | 14 0,17 + a 2,85+ b 0,67 + a 0,55 + a 9,96 + a 8,24 + a
0,07 0,53 0,03 0,05 b 3,14 1,84
23| 17 | 3+£032 | b 3,5+0 b 0,28 + b 7,87 £ a
0,02 0,67
16 0 0 0,15+ a 0£0 a 0,59 + a 0+0 a 7,83 + a 0+0 a
0,05 0,01 0,47
10 | 14 0,17 + a 0+£0 a 0,7+ a 0+0 a 10,13 + a 0+0 a
0,03 0,09 2,75
23 | 17 1,47 £ a 0+0 a 0,64 + a 0£0 a 5,74 + a 0+0 a
0,07 0,03 0,14

Se nadaljuje.




Zupin, M. Odziv navadnega fizola (Phaseolus vulgaris L.) na susni stres: kvantitativno Kartiranje lokusov.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2017.

Nadaljevanje priloge K.

Obravnavanje Parameter
Vodni potencial (-MPa) Potencialna fotokemi¢na ETR
ucinkovitost (Fv'/Fm")
RI | Dan X £SE X +SE X +£SE
L suse
B | KI BF KIS BF KIS BF KIS
F S
17 0 0 0,08 £+ a 0,62 + a 0,72 + a 0,77 + a 11,47 + a 2238+ a
0,02 0,04 0,01 0,01 1,53 2,84
10| 14 | 0,3+0,1 | a 2,65 £ b 0,63 + a 0,36 + b 8,67+ a 11,28 + a
0,69 0,08 0,13 0,61 2,14
23 | 17 1,38 £ a| 075+0 | a 0,59 + a 0,7+ a 6,26 £ a 15,18 a
0,06 0,05 0,07 b 0,84 2,1
18 0 0 0,22 + a 0,5+ a 0,66 + a 0,75 + a | 84+032 | a 19,63 + a
0,07 0,02 0,06 0,01 0,94
10 | 14 0,2+ a 2,55+ b 0,63 + a 0,51 + a 6,34 + a 8,22 + a
0,03 0,78 0,12 0,05 1,09 0,22
23 | 17 1,78 = b 1,60 a 0,66 £ a 0,69 + a 6,63 + a 15,57 + a
0,19 b 0,02 0,04 0,23 1,24
19 [o] 0 033+ |al| 063+ |a| 067+ [ a| 0,76+ | a | 784267 | a | 2428+ | a
0,03 0,08 0,03 0,01 7,07
10 | 14 0,58 a 2,65+ b 0,61 + a 0,32 + b 591+ a 18,85+ a
0,22 b 0,2 0,07 0,03 0,75 7,12
23 | 17 1,87 + b 1,40 a 0,62 + a 0,38 + b 4,82 + a 16,76 + a
0,74 b 0,02 0,06 0,44 0,75
20 0 0 0,22 + a 0,56 + a 0,72 + a 0,79 + a 11,47 + a 28,06 + a
0,12 0,09 0,01 0,01 1,53 2,95
10 | 14 0,27 + a 1,45+ a 0,6 £ a 03+ b 7,28 + a 9,19 + a
0,09 0,29 0,04 0,08 1,39 0,91
23 | 17 1,53 + a| 095+0 | a 0,7+ a 0,68 + a 5,78 + a 21,83 + a
0,07 0,02 0,03 b 0,31 0,99
21 0 0 0,1+ al| 055+0 | a 0,66 + a 0,71 £ a| 84+032 | a 35,43 + a
0,03 0,06 0,02 7,79
10 | 14 0,42 + a 1,68 + a 0,67 + a 0,28 + b 7,82 + a 8,68 + b
0,17 0,18 0,03 0,11 0,73 3,01
23|17 | 2,17+ | b | 12+0 [a | 071+ |a | 072+ | a 5,51 + a 19,18+ | a
0,67 0,02 0,04 0,88 0,49 b
22 0 0 0,2+ a 0,82 + a 0,67 + a 0,78 + a | 7,8+2,67 | a 21,59 + a
0,05 0,05 0,03 0,01 1,66
10 | 14 0,62 + al|3+041 | b 0,71 £ a 0,34 + b 7,36 + a 21,25+ a
0,3 0,03 0,01 0,77 11,87
23 | 17 1,33 + a 3,5+0 b 0,67 £ a 0,35+ b 4,54 + a 18,9 + a
0,48 0,03 0,08 0,78 3,95
24 0 0 0,15+ a 0,57 + a 0,71 £ a 0,75 + a 8,07 a 37,18 + a
0,08 0,01 0,02 0,03 2,42 5,81
10 | 14 0,28 + a 3,50 b 0,73 £ a 0,42 + a 4,02 + a 13,18 £ b
0,11 0,05 0,08 2,82 0,75
23 | 17 2,5+ b 0,9+0 a 0,72 + a 0,65 + a 4,17 £ a 19,98 + a
0,36 0,02 0,03 0,74 0,54 b
25 0 0 0,17 + a 0,61 + a 0,66 + a 0,7+ a 11,23 + a 43,85 + a
0,07 0,02 0,03 0,04 3,1 8,69
10 | 14 0,47 + a 2,63+ b 0,64 + a 0,43 + a 3,39 + a 1427 + b
0,22 0,71 0,14 0,08 1,99 1,84
23 | 17 1,97 + b | 145+0 | a 0,72 + a 0,73 + a 4,03 + a 26,17 £ a
0,22 b 0,02 0,06 0,51 2,28 b

Se nadaljuje.




Zupin, M. Odziv navadnega fizola (Phaseolus vulgaris L.) na susni stres: kvantitativno Kartiranje lokusov.

Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2017.

Nadaljevanje priloge K.

Obravnavanje Parameter
Vodni potencial (-MPa) Potencialna fotokemi¢na ETR
ucinkovitost (Fv'/Fm")
RI | Dan X £SE X £SE X £SE
L suse
B | KI BF KIS BF KIS BF KIS
F S
26 0 0 0,25 + a 0,67 a 0,7+ a 0,78 + a 12,87 + a 18,08 + a
0,05 0,07 0,04 0,01 3,51 0,42
10 | 14 0,23 + a 2,6+ b 0,63 + a 0,44 + a 3,94 + al| 96+051 | a
0,04 0,73 0,12 0,03 2,18
23 | 17 1,6 + a 2,5+0 b 0,7 + a 0,31 + b 5,49 + a 16,59 + a
0,19 0,01 0,02 0,28 3,31
27 0 0 0,2+ a 0,66 = a 0,7+ a 0,77 + a| 88+335 | a 20,41 + a
0,09 0,12 0,04 0,02 2,23
10 | 14 0,23 + a 2,15+ b 0,68 + a 0,35 + b 5,11+ a 10,6 + a
0,03 0,45 0,07 0,05 2,38 0,86
23 | 17 0,63 + a 1,5+0 a 0,71 = a 0,64 + a 5,88 + a 2533 + a
0,96 b 0,02 0,08 b 2,14 4,22
28 0| 0 0,15+ [ al| 05=+ |[a| 076+ [ a| 0,74+ | a 7,73 + a| 251+3 | a
0,06 0,02 0,01 0,05 1,69
10 | 14 0,35+ a 1,85+ a 0,7+ a 0,29 + b 4,09 + al| 99+222 | a
0,18 0,37 0,05 0,06 2,66
23 | 17 0,88 + a 1+0 a 0,7+ a| 0,68£0 | a 5,89 + a 28,53 + a
0,36 0,03 0,27 1,34
29 0 0 0,15+ a 0+0 a 0,66 + a 0+0 a 12,63 + a 0+0 a
0,03 0,03 4,69
10 | 14 0,1+ a 0+0 a 0,74 + a 0+0 a 4,17+ a 0+0 a
0,68 0,07 3,62
23 | 17 2,6+ b 0+£0 a 0,73 + a 0+0 a 5,19 + a 0+0 a
0,31 0,03 0,46
30 0 0 0,2 £ a 0+£0 a 0,67 + a 0,81 + a 9,33 + a 14,69 + a
0,08 0,01 0,01 0,09 0,43
10 | 14 0,25 + a 0+0 a 0,72 + a 0,74 + a 4,11 + a 12,71 + a
0,05 0,09 0,02 2,91 1,01
23 | 17 1,77 + b 0£0 a 0,6 a 0,57 + a 5,11+ a 22,78 + a
0,52 0,06 0,14 0,85 6,09
31 0 0 0,18 + a 0,54 + a 0,72 + a 0,76 + a 10,07 = a 17,79 + a
0,06 0,01 0,01 0,01 b 1,47 2,31
10 | 14 0,32 + a 3,50 b 0,7+ a 0,38 + a 4,74 £ a 12,44 + a
0,1 b 0,09 0,06 3,71 1,83
23 | 17 1,73 + b 120 a 0,69 + a 0,79 + b 5,44 + a 2298 £ a
0,67 0,04 0,02 0,51 1,42
32 0 0 0,2 + a 0,74 + a 0,7+ a 0,75 + a 13,63 + a 22,49 + a
0,06 0,12 0,04 0,01 3,17 2,55
10 | 14 0,35 + a 1,93 + a 0,7 + a 0,34 + b 3,98 + a 9,71 + a
0,1 0,14 0,07 0,03 3,41 0,85
23 | 17 2,03+ b 1,15+0 a 0,72 + a 0,75+ a 6,18 + a 19,18 + a
0,62 0,03 0,02 b 0,82 1,3
33 0 0 0,18 + a 0,69 + a 0,69 + a 0,76 + a 9,67 + a 26,12 a
0,02 0,04 0,03 0,03 2,09 2,31
10 | 14 0,25 + a 1,3+ a 0,68 + a 0,43 + a 497 + a 13,61 + a
0,03 0,08 0,12 0,05 3,85 0,84
23 | 17 3+0,3 b | 075+0 a 0,71 = a 0,53 a 5,88 + a 30,81 + a
0,02 0,04 0,52 7,22

Se nadaljuje.




Zupin, M. Odziv navadnega fizola (Phaseolus vulgaris L.) na susni stres: kvantitativno Kartiranje lokusov.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2017.

Nadaljevanje priloge K.

Obravnavanje Parameter
Vodni potencial (-MPa) Potencialna fotokemi¢na ETR
ucinkovitost (Fv'/Fm")
RI | Dan X £SE X +SE X +£SE
L suse
B | KI BF KIS BF KIS BF KIS
F S
34 0 0 0,13+ a 0,78 + a 0,69 + a 0,76 + a 10,13 £ a 19,11 £ a
0,02 0,07 b 0,03 0,01 0,64 6,48
10 | 14 0,23 + a 3,05+ a 0,69 + a 0,54 + a 6,79 + a 15,89 + a
0,06 0,37 0,13 0,14 5,76 4,44
23| 17 | 1,6£0,1 | a | 1,33£0 | b 0,72 + a 0,6 £ a 5,79 £ a 19,05 + a
0,02 0,02 0,86 0,5
35 0 0 0,1 + a 0,93 + a 0,71 + a 0,77 + a 142 + a 2426 + a
0,03 0,22 0,03 0,01 2,56 2,6
10 | 14 0,38 + a 1,88 + a 0,7+ a 0,36 + b 6,79 + a 10,8 + a
0,09 0,02 0,09 0,1 5,74 2,79
23 | 17 1,38 & b 1,5+0 a 0,63 + a 0,76 + a 5,49 + a 24,03 £ a
0,71 0,07 0,02 0,66 2,62
36 0 0 0,18+ a 0,73 + a 0,73 + a 0,79 + a 21,1+ a 21,24 + a
0,08 0,09 0,02 0,01 4,11 3,87
10 | 14 0,22 + a 2,6 b 0,68 + a 0,36 + b 7,09 + a 10,03 + a
0,09 0,73 0,11 0,13 6,31 3,47
23 | 17 1,7+ b 1,25+0 a 0,70 a 0,73 a 6,16 + a 2526 = a
0,81 b 0,02 b 0,61 0,57
37 0 0 0,2+ a 0,66 + a 0,66 + a 0,78 + a 12,97 + a 1549 + a
0,06 0,02 0,05 0,01 1,69 3,38
10 | 14 0,5+ a 2,35+ b 0,57 + a 0,39 + b 4,44 + a 12,11 £ a
0,16 0,2 0,17 0,04 3,51 0,79
23 | 17 2,25+ b | 09+0 | a 0,61 + a 0,72 + al| 6815 | a 23,12+ a
0,88 b 0,02 0,05 b 0,79
38 0 0 0,17 + a 0,63 + a 0,73 + a 0,81 + a 13,13 + a 12,91 + a
0,03 0,01 0,03 0,02 3,18 0,82
10 | 14 0,38 + a 2,6+ b 0,68 + a 0,67 + a 7,07 £ a 8,46 + a
0,21 0,73 0,11 0,07 6,27 2,16
23 | 17 2,28 + b | 125+0 | a 0,6 + a 0,5+ a 6,99 + a 16,75 + a
0,29 b 0,03 0,04 1,18 1,49
39 0 0 0,22 + a 0,59 + a 0,71 £ a 0,78 + a | 144+23 | a 18,92 + a
0,06 0,02 0,05 0,02 3,79
10 | 14 0,25 + a 3,50 b 0,66 + a 0,57 + b 5,86 + a 16,58 + a
0,03 0,15 0,02 4,82 0,51
23| 17 | 2+£0,76 | b 0,7+0 a 0,73 £ a 0,77 + a 9,84 + a 27,85+ a
0,01 0,03 b 2,81 5,8
40 0 0 0,18 + a 0,27 + a 0,64 + a 0,7+ a 13,67 + a 18,38 + a
0,02 0,11 0,07 0,06 5,72 1,43
10 14 | 032+ |a| 1,58+ [ a | 064+ |a | 054+ | a| 573+46 | a 1564+ | a
0,1 0,06 0,16 0,1 1,72
23 | 17 2,48 £ b 1,3+0 a 0,71 £ a 0,78 + a 8,93 £ a 27,7+ a
0,42 0,01 0,01 2,22 1,14
41 0 0 0,13+ a 0,5+ a 0,73 + a 0,78 + a 20,17 £ a 13,17 + a
0,02 0,02 0,02 0,01 3,98 1,14
10 | 14 0,32 + a 3,25+ b 0,69 + a 0,62 + a | 503+43 | a 7,72 + a
0,04 0,2 0,12 0,03 0,57
23 | 17 2,65+ b 0,9+0 a 0,67 £ a 0,54 + a 3,93 + a 13,16 £ a
0,26 0,02 0,04 0,84 2,12

Se nadaljuje.




Zupin, M. Odziv navadnega fizola (Phaseolus vulgaris L.) na susni stres: kvantitativno Kartiranje lokusov.

Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2017.

Nadaljevanje priloge K.

Obravnavanje Parameter
Vodni potencial (-MPa) Potencialna fotokemi¢na ETR
ucinkovitost (Fv'/Fm")
RI | Dan X +SE X +SE X +SE
L suse
B | KI BF KIS BF KIS BF KIS
F S
42 0 0 0,1+0 a 0,59 + a 0,73 + a 0,81 + 16,5 + a 24,05 + a
0,1 0,01 0,01 2,58 4,27
10| 14 | 0,3+0,1 | a 1,7+ a 0,58 + a 0,47 + 331+ a 14,65 + a
0,16 0,19 0,14 2,38 4,89
23 | 17 2,68 + b 1+£0 a 0,71 + a 0,74 + 4,06+£0,6 | a 21,22 + a
0,57 0,05 0,04 1,58
43 0 0 0+0 a 0,59 + a 0+0 a 0,79 + 0+0 a 22+44 a
0,02 0,01
10 | 14 0+0 a 2,28 + b 0+0 a 0+0 a
0,1
23 | 17 0+0 a | 1,33+0 | a 0+0 a 0+0 a
b
44 0 0 0,18 + a 0,6 + a 0,72 + a 0,76 + 8,87 + a 22,11+ a
0,08 0,07 0,04 0,03 2,17 6,27
10 | 14 0,42 + a 1,95 + a 0,65 + a 0,44 + 3,77 + a 16,19 + a
0,15 0,2 0,13 0,03 2,77 2,03
23 | 17 2,67 £ b | 145+0 | a 0,65 + a 0,64 + 7,63 a 17,79 + a
0,28 0,05 0,08 1,47 3,17
45 0 0 0,12+ a 0,56 a 0,69 + a| 0,760 8,97 + a 24,87 + a
0,02 0,04 0,06 1,28 4,24
10 | 14 0,42 + a|2+049 | a 0,71 + a 0,45 + 8,98 + a 10,89 + a
0,17 0,08 0,02 7,81 0,77
23 | 17 1,35+ b 1,5+0 a 0,53 + a 0,54 + 6,58 + a 13,18 £ a
0,72 0,12 0,11 0,23 1,78
46 0 0 0,08 + a 0,68 + a 0,7+ a 0,75+ 9,27 + a 21,56 £ a
0,02 0,02 0,01 0,03 0,92 2,9
10 | 14 0,4+ a 2,28 + b 0,69 + a 10,8 + a
0,06 0,1 0,12 9,62
23 | 17 0,52 + a| 1,33+0 | a 0,73 + a 7,27+ a
0,09 b 0,01 0,75
a7 0 0 0,2+ a 0,75+ a 0,73 a 0,76 + 12,23 + a 26,79 £ a
0,03 0,12 0,03 0,02 1,11 3,83
10 | 14 0,23 + a 2,35+ b 0,61 + a 0,47 + 35+£258 | a | 92+0,57 | a
0,06 0,45 0,21 0,05
23 | 17 1,85+ b | 135+0 | a 0,63 + a 0,8+0 6,56 a 26,9 + a
0,23 b 0,05 0,19 2,94
48 0 0 0,17 + a 0,71 £ a 0,61 + a 0,79 + 13,43 + a 14,74 + a
0,06 0,05 0,06 0,02 2,03 1,43
10 | 14 0,28 + a 2,55+ b 0,61 + a| 0,62+0 4,83 + a 8,62 + a
0,1 0,78 0,19 3,77 0,61
23 | 17 1,53 + a 1,7£0 a 0,58 + a 0,55 + 6,39 + a | 2459+2 | a
0,44 b 0,04 0,02 0,53
50 0 0 0,25 + a 0,76 + a 0+0 a 0,73 + 0£0 a 32,43 + a
0,05 0,07 0,01 2,14
10 | 14 0,43 + a 1,58 + a 0+0 a 0,55+ 0+£0 a 10,78 + a
0,07 0,18 0,05 0,54
23 | 17 2,5+ b 1+0 a 0+0 a 0,58 + 0+£0 a 18,99 + a
0,85 0,1 4,93

Se nadaljuje.




Zupin, M. Odziv navadnega fizola (Phaseolus vulgaris L.) na susni stres: kvantitativno Kartiranje lokusov.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2017.

Nadaljevanje priloge K.

Obravnavanje Parameter
Vodni potencial (-MPa) Potencialna fotokemi¢na ETR
ucinkovitost (Fv'/Fm")
RI | Dan X £SE X +SE X +£SE
L suse
B | KI BF KIS BF KIS BF KIS
F S
53 0 0 0,18 + a 0,68 + a| 0,760 | a 0,73 + a 14,83 + a 20,22 + a
0,02 0,09 0,03 2,52 1,78
10 | 14 0,47 + a 2,85+ b 0,65 + a 0,49 + a 5,39 + a 12,24 + a
0,07 0,53 0,14 0,04 4,44 0,66
23 | 17 2,53 + b | 1,35+0 | a 0,51 + a 0,59 + a| 7,11+£22 | a 25,61 + a
0,61 0,09 0,07 0,27
54 0 0 0,13+ a 0,7+ a 0,75 + a 0,68 + a 10,87 + a 18,71 £ a
0,02 0,07 0,01 0,09 1,08 3,75
10 | 14 0,47 £ a 1,45+ a 0,61 + a 0,52 + a 3,32+ a 15,31 + a
0,13 b 0,12 0,18 0,13 2,04 4,29
23 | 17 1,72 + b | 145+0 | a 0,63 + a 0,69 + a 6,14 + a 33,59+ a
0,62 0,06 0,02 1,11 4,68
55 0 0 0,17 + al| 073+£0 | a 0,74 + a 0,8 + a 11,43 + a 20,55 + a
0,07 0,02 0,03 2,48 3,11 b
10| 14 | 0,7+04 | a 2,7+ b 0,64 + a 0,31 + b 6,36 + a 6,99 + a
0,65 0,12 0,1 5,16 1,48
23 | 17 1,55+ b 0,7+0 a 0,65 + a 0,73 + a | 837+21 | a 37,53 + b
0,65 0,03 0,03 4,55
56 0 0 0,13+ a 0,64 + a 0,69 + a 0,74 + a 22,17 + a 26,52 + a
0,03 0,01 0,06 0,01 3,2 0,66
10 | 14 0,85 + a 2,6+ b 0,66 + a 0,63 + a | 56+6,71 | a 10,82 + a
0,41 b 0,73 0,16 0,03 1,52
23 | 17 1,73 + b | 1,35+0 | a 0,62 + a 0,5+ a 5,77+ a 13,82 + a
0,36 b 0,06 0,03 0,76 0,84
57 0 0 0,17 + a 0,67 + a 0,7+ a 0,78 + a 21,37 + a 23,26 + a
0,02 0,03 0,03 0,03 0,88 3,29
10 | 14 0,5+ a 2,43 + b 0,67 + a 0,44 + b 10,47 £+ a 14,14 £ a
0,18 0,88 0,14 0,16 9,25 4,42
23 | 17 1,63 + b | 125+0 | a 0,67 + a 0,66 + a 6,93 + a 26,08 + a
0,64 b 0,02 0,05 b 1,31 0,14
58 0 0 0,1£0 a 0,67 + a 0,69 + a 0,74 + a 22,5+ a 23,97 + a
0,06 0,03 0,04 2,67 3,3
10 | 14 0,25 + a 2,1+ a 0,71 £ a 0,55+ a 9,12 + a 18,47 + a
0,1 0,41 0,06 0,15 7,72 4,48
23 | 17 0,57 £ a 1,25+0 a 0,74 + a 0,74 + a 6,69 + a 2293 + a
0,23 0,01 0,01 1,09 0,89
59 0 0 0,13+ a 0,53 + a 0,75 + a 0,77 + a 14,23 + a 28,1 + a
0,03 0,03 0,01 0,03 1,89 3,02
10 | 14 0,55 + a 1,25+ a 0,71 + a 0,45 + a 3,92+ a 9,93 + a
0,23 b 0,04 0,13 0,1 3,71 1,29
23 | 17 1,23 + b 0,9+0 a 0,55 + a 0,72 + a 5,12+ a 24,66 + a
0,88 0,04 0,01 1,26 0,78
61 0 0 0,1+ a 0,68 + a 0,71 £ a 0,7+ a 12,3 + a 29,74 + a
0,03 0,01 0,01 0,03 1,84 5,04
1014 033+ [a| 228« | b| 069+ | a| 082+0 | a 6,33 + a 6,96 + b
0,06 0,1 0,06 7,61 0,41
23 | 17 0,95 + a 1,33+0 a 0,59 + a | 0,6+0,1 a 6,49 + a 17,88 + a
0,33 b 0,05 0,71 2,31 b

Se nadaljuje.




Zupin, M. Odziv navadnega fizola (Phaseolus vulgaris L.) na susni stres: kvantitativno Kartiranje lokusov.

Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2017.

Nadaljevanje priloge K.

Obravnavanje Parameter
Vodni potencial (-MPa) Potencialna fotokemi¢na ETR
ucinkovitost (Fv'/Fm")
RI | Dan X £SE X £SE X £SE
L suse
B | KI BF KIS BF KIS BF KIS
F S
62 0 0 0,1 + a 0,79 + 0,75 + a 0,75 + 17+£2,06 | a 30,75 a
0,03 0,04 0,01 0,02 3,12
10 | 14 0,82 + a 3,1+ 0,71 + a 0,58 + 8,86 + a 9,31 + a
0,44 b 0,33 0,12 0,09 7,27 0,97
23 | 17 2,1+ b 1,2+0 0,67 £+ a 0,56 + 9,3+1,9 a 19,72 + a
0,16 0,05 0,07 3,09
63 0 0 0,12+ a | 065+0 0,71 £ a 0,8+ 20,17 + a 24,15+ a
0,04 0,03 0,02 4,27 3,16
10 | 14 1,12+ a 1,6 =0 0,69 £+ a 0,4+ 332+4 a 13,07 £ a
0,43 b 0,06 0,09 1,2
23 | 17 1,23 + b | 085+0 0,56 £+ a 0,74 £+ 6,1 £1,66 | a 23,1+ a
0,82 0,09 0,02 4,14
64 0 0 0+0 a 0,69 + 0+0 a 0,76 + 0+0 a 27,53 + a
0,02 0,01 2,17
10 | 14 0+0 a 1,9+0 0+0 a 0,59 + 0+0 a 6,18 + a
0,09 1,24
23 | 17 0+0 a| 095+0 0+0 a 0,47 + 0+0 a 14,46 + a
0,09 2,88
65 0 0 0,18 + a 0,74 + 0,71 + a 0,74 + 14,27 + a 2425+ a
0,02 0,01 0,03 0,02 1,39 6,26
10 | 14 0,42 + a 2,75 + 0,74 + a 0,57 + 45+326 | a 8,25+ a
0,27 0,61 0,06 0,05 0,97
23 | 17 2,52 + b 0,9+0 0,66 + a 0,53 + 8,83 & a 1942 + a
0,5 0,04 0,05 1,57 2,25
66 0 0 0,22 + a 0,89 + 0,75 + a 0,75 + 19,4 + a | 182+42 | a
0,04 0,25 0,02 0,01 4,09
10 | 14 0,45 + a 2,05+ 0,69 + a 0,46 + 3,94 + a 11,43 £ a
0,18 0,04 0,09 0,07 3,21 1,39
23 | 17 2,38 + b | 095+0 0,3+ b 0,61 + 3,49 + a 17,39 + a
0,42 0,13 0,03 1,79 0,66
67 0 0 0,2 + a 0,85+ 0,75+ a 0,74 + 21,1 + a 19,1 + a
0,08 0,16 0,01 0,04 5,58 4,44
10 | 14 0,7+ a| 1,8+09 0,68 £+ a 0,58 + 36292 | a 12,96 + a
0,33 0,11 0,08 0,93
23 17 | 2,15« [ b | 0,8+0 045+ | a | 054+ 6,21 + a| 13022 | a
0,64 0,11 0,03 0,72
68 0 0 0,15+ a 0+0 0,7+ a 0,76 + 13,23 + a 41,09 + a
0,03 0,04 0,01 1,22 17,48
10 | 14 03+ a 0+0 0,73 £ a 0,8+ 3,98 + a 5,09 + b
0,09 0,1 0,03 2,46 0,14
23 | 17 2,13+ b 0£0 0,53 + a 0,33 + 7,91 + a 33,66 + a
0,82 0,06 0,02 1,99 12,95
69 0 0 0,17 £ a 0,69 + 0,69 + a 0,74 £ 254+59 | a 23,96 + a
0,07 0,01 0,03 0,03 4,81
10 | 14 0,5 + a| L65+ 0,68+ | a | 044+ 451 + b 1005+ | a
0,08 0,04 0,07 0,13 3,66 2,97
23 | 17 1,98 £ b | 085+0 0,69 + a 0,69 + 7,29 + b 18,6 £ a
0,51 0,05 0,03 1,26 1,02

Se nadaljuje.




Zupin, M. Odziv navadnega fizola (Phaseolus vulgaris L.) na susni stres: kvantitativno Kartiranje lokusov.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2017.

Nadaljevanje priloge K.

Obravnavanje Parameter
Vodni potencial (-MPa) Potencialna fotokemi¢na ETR
ucinkovitost (Fv'/Fm")
RI | Dan X £SE X +SE X +£SE
L suse
B | KI BF KIS BF KIS BF KIS
F S
70 oo 0,13+ | a| 076+ |a] 0760 | a| 0,75+ | a 17,1 + a 2692+ | a
0,03 0,15 0,01 2,78 4,47
10 | 14 0,28 £ a 3,05+ b 0,7+ a 0,49 £+ a 334+ a 11,73 + a
0,02 0,37 0,12 0,02 1,78 0,15
23 | 17 1,4+ b | 1,35+0 | a 0,68 + a 0,63 + a 6,66 a 15,79 + a
0,71 0,02 0,04 0,65 1,7
71 0 0 0,13+ a 0,55+ a 0,67 £ a 0,77 £ a 11,07 £ a 22,94 + a
0,02 0,04 0,05 0,01 2,27 3,92
10| 14 1,05 + a 1,3+0 a 0,66 + a 0,26 + b 4,51 + a 16,52 + a
0,08 0,01 0,08 2,07 4,4
23 | 17 1,53 + a 1,2+0 a 0,68 + a 0,61 + a 6,47 + a 223+ a
0,36 0,04 0,04 b 0,77 2,33
72 0 0 0,12 + a 0,71 £ a 0,71 £ a 0,78 = a 13,17 + a 29,59 + a
0,02 0,06 0,03 0,01 0,62 4,88
10 | 14 0,92 + a 1,95+ a 0,61 £ a 0,43 £+ a 4,31 + a 12,78 + a
0,25 b 0,53 0,04 0,13 1,87 2,66
23 | 17 1,92 + b 1,L1£0 a 0,67 a 0,71 a 6,68 = a 17,74 £ a
0,33 0,03 0,03 1,02 2,92
73 0 0 0,12 + a 0,53 + a 0,75 a 0,73 £ a 8,97 + a 27,67 + a
0,03 0,01 0,03 0,03 0,68 4,76
10 | 14 0,63 + a 1,75 a 0,52 + a 0,43 £+ a 5,61 a 13,18 + a
0,34 b 0,29 0,04 0,09 2,21 3,19
23 | 17 1,77 £ b 0,8+0 a 0,64 + a 0,71 a| 621,71 | a 21,09 £ a
0,29 0,04 0,01 3,72
74 0 0 0,13 + a 0,6 + a 0,76 + a 0,77 £ a 11,53 + a 27+42 a
0,03 0,01 0,01 0,04 1,29
10 | 14 0,25 + a 2,5+ b 0,54 + a 0,41 + a 7,96 + a 13,15+ a
0,06 0,16 0,03 0,06 3,66 2,97
23117 | 2+0,15 | b 1,40 a 0,67 a 0,67 + a 4,96 + a 20,47 £ a
b 0,05 0,04 0,71 4,09
75 0 0 0,07 + a 0,51 + a 0,62 + a 0,74 + a 14,5+ a 24,16 + a
0,02 0,02 0,09 0,03 2,86 6,77
10| 14 | 04+0,1 | a 2,13+ b 0,64 + a 0,45+ a 541+ a 7,96 + a
0,63 0,09 0,12 3,29 1,13
23 | 17 2,2+ b | 145+0 | a 0,42 + a 0,68 + a 2,04 + a 22,96 + a
0,45 b 0,06 0,03 0,16 3,08
76 0 0 0,12 + a 0,59 + a 0,62 + a 0,78 + a 14,07 = a 17,46 + a
0,04 0,03 0,1 0,02 1,91 3,5
10| 14 | 0,3+0,1 | a 2,33 + b 0,63 + a 0,36 + b 6,09 £ a 10,04 + a
0,14 0,06 0,05 2,21 2,64
23 | 17 1,87 + b 120 a 0,73 + a 0,73 + a 3,03 + a 22,05+ a
0,29 b 0,02 0,01 b 0,72 3,93
77 0 0 0,12+ a 0,65+ a 0,7+ a 0,78 £+ a 12,67 + a 17,96 + a
0,04 0,04 0,04 0,01 1,67 1,29
1014 052+ [a| 248+« | b | 06l |a| 05+ | a 5,28 + a 10,79+ | a
0,22 b 0,26 0,07 0,03 b 2,08 3,89
23 | 17 1,83 b 0,7+0 a 0,72 + a 0,36 + b 3,32+ a 11,06 £ a
0,15 0,03 0,03 1,23 0,14

Se nadaljuje.




Zupin, M. Odziv navadnega fizola (Phaseolus vulgaris L.) na susni stres: kvantitativno Kartiranje lokusov.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2017.

Nadaljevanje priloge K.

Obravnavanje Parameter
Vodni potencial (-MPa) Potencialna fotokemi¢na ETR
ucinkovitost (Fv'/Fm")
RI | Dan X £SE X £SE X £SE
L suse
B | KI BF KIS BF KIS BF KIS
F S
78 0 0 0,12 + a 0,91 + a 0,64 + a 0,73 + a 113+ a 22,89 + a
0,02 0,13 0,01 0,02 1,45 5,94
10 | 14 0,47 + a 2,3+ a 0,64 + a 0,39 + a 6,77 £ a 56,38 + b
0,17 b 0,08 0,09 0,02 2,38 30,82
23| 17 | 185+ |[b | 13+0 [a | 062+ |a| 073+ | a 3,28+ a| 2323+ | a
0,05 0,04 0,03 0,81 2,73
79 0 0 0,2+ a 0,61 + a| 076+0 | a 0,78 + a 29,55 + a 22,16 £ a
0,03 0,02 b 0,01 12,04 2,14
10 | 14 0,23 + a 0,88 + a 0,71 £ a 0,48 £+ a 7,39 £ a 49,37 + b
0,04 0,02 0,04 0,04 3,41 b 20,19
23 | 17 1,95 + b 0,60 a 0,18 + b 0,64 + a 1,02 + b 19,11 £ a
0,39 0,06 0,07 0,16 2,98
80 0 0 0,17 + a 0,49 + a 0,76 £ a 0,78 = a 22,4 + a 28,53 + a
0,02 0,12 0,01 0,03 6,45 2,93
10 | 14 0,25 + a 3,50 b 0,73 + a 0,39 + b | 98+295 | a 23,78 + a
0,03 0,04 0,01 8,91
23 | 17 2,3+ b 1,5+0 a 0,74 + a 0,69 + a 7,74 + a 21,16 = a
0,29 0,01 0,03 b 0,39 3,67
81 |0 o 0,18+ [ a| 058+ [a| 072+ [a| 0,73+ | a 1573+ | a | 2964+ | a
0,02 0,02 0,02 0,02 5,67 3,41
10 | 14 0,28 £+ a 1,65+ a 0,71 £ a 0,45+ a 9,62 a 31,66+ a
0,06 0,45 0,06 0,01 5,29 12,09
23 | 17 3,15+ b 1,5+0 a 0,64 + a 0,52 + a 11,1+ a 16,69 + a
0,19 0,02 0,11 1,33 1,46
82 0 0 0,15+ a 0,77 £ a 0,75+ a 0,73 + a 16,05 + a 26,88 + a
0,03 0,21 0,01 0,02 6,82 2,58
10 | 14 0,25 + a 2,83 + b 0,77 £ a 0,46 £+ b 8,13 + a 29,68 + a
0,03 0,55 0,06 0,02 3,96 4,28
23 | 17 2,52+ b 12+0 a 0,67 £ a 0,67 a 13,84 + a 2432 + a
0,16 0,03 0,03 b 2,55 14
83 0 0 0,12 + a 0,73 + al 0760 | a 0,77 £ a 20,5+ a 23,59 + a
0,04 0,1 0,01 8,57 3,4
10 | 14 0,33 + a 2,8+ b 0,72 + a 0,41+ a 8,59 + a 17,55 + a
0,09 0,57 0,01 0,03 b 2,35 3,03
23 | 17 2,47+ b | 073+0 | a 0,66 £ a 0,56 £ b 9,54 +£2 a 20,2 + a
0,12 0,06 0,02 0,18
84 0 0 0,13+ a 0,91 + a 0,67 + a 0,78 + a 20,28 + a
0,04 0,14 0,08 0,01 5,38
10 | 14 0,72 + a 32+ b 0,75 a 0,34 + b | 93+347 | a 12,4 + a
0,34 0,24 0,03 0,02 1,86
23 | 17 2,85+ b 1,25+0 a 0,68 + a 0,39 + b 10,24 + a 19,25 + a
0,3 0,04 0,11 1,6 5,81
85 0 0 0,18 + a 0,69 + a 0,76 + a 0,74 + a 28,35+ a 2345+ a
0,08 0,03 0,02 0,01 16,7 3,25
10| 14 0,2 + a 2,6 £ b| 078+ [a| 038+ | a 8,16 + a| 2244+ | a
0,06 0,73 0,03 0,06 3,43 4,57
23 | 17 2,83 + b | 1,05+0 | a 0,37 + a 0,5+ a 6,76 a 2147 £ a
0,34 0,07 0,16 2,92 7,42

Se nadaljuje.




Zupin, M. Odziv navadnega fizola (Phaseolus vulgaris L.) na susni stres: kvantitativno Kartiranje lokusov.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2017.

Nadaljevanje preglednice K.

Obravnavanje Parameter
Vodni potencial (-MPa) Potencialna fotokemi¢na ETR
ucinkovitost (Fv'/Fm")
RI | Dan X £SE X +SE X +£SE
L suse
B | KI BF KIS BF KIS BF KIS
F S
86 0 0 0,13+ a 0,78 + a 0,76 + a 0,74 + a 26,65 + a 2223 +
0,03 0,11 0,02 b 0,05 16,37 2,53
10 | 14 0,18 + a 1,8+ a 0,76 + a 0,28 + b 7,24 + a| 93+154
0,06 0,24 0,03 0,05 2,59
23 | 17 2,48 + b 1,2+0 a 0,36 + b 0,43 + a| 7,1£325 | a 18,54 +
0,34 0,15 0,07 b 1,63
88 0 0 0,15+ a 0,7+ a 0,72 + a 0,71 + a 23,85+ a 223+
0,03 0,14 0,03 b 0,03 14,82 4,41
10| 14 0,6 £ a 3,50 b 0,75 + a 0,43 + a 6,81 + a 12,07 £
0,31 0,03 0,1 1,83 0,75
23 | 17 3,33+ b 1,7+0 a 0,26 + b 0,34 + a 393+ a 13,93 +
0,12 0,09 0,09 1,69 3,94
89 0 0 0,17 + a 0,88 + a 0,75 + a 0,72 + a| 075+92 | a 35,08 £
0,02 0,17 0,02 0,06 3,4
10| 14 03+ a 1,85+ a 0,75 + a 0,36 + a 6,28 + a 14,05 +
0,08 0,04 0,03 0,04 1,18 3,87
23 | 17 2,75+ b 35+0 b 0,73+0 | a 0,52 + a 14,59 = a 20,14 +
0,36 0,1 3,8 4,05
90 0 0 0,15+ a 0,7+ a 0,78 + a 27,57 £
0,03 0,14 0,02 0,96
10| 14 0,2+ a 2,2+ b 0,76 + b 0,41 + a 7,01 £ a 13,85+
0,06 0,24 0,03 0,13 2,02 1,29
23 | 17 2,35+ b 22+0 b 0,36 + a 0,6 + a 8,54 + a 2737 +
0,39 0,07 b 0,07 2,18 7.4
91 0 0 0,17 + a 0,58 + a 0,74 + a 19,57 +
0,02 0,15 0,03 4,91
10| 14 0,42 + a 2,1+ b 0,72 + b 0,42 + a | 3,94+0,7 | a 8,41 £
0,02 0,24 0,03 0,07 0,64
23 | 17 2,87 + b | 1,060 | a 0,6 + a 0,5+ a| 62+£221 | a 18,54 +
0,21 b 0,02 b 0,05 6,07




Zupin, M. Odziv navadnega fizola (Phaseolus vulgaris L.) na susni stres: kvantitativno Kartiranje lokusov.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2017.

PRILOGA L1

Vpliv suse na vodni potencial, merjen v treh ¢asovnih stopnjah susnega stresa, pri 82 RIL navadnega fizola iz
poskusa na BF.

Appendix L1: The impact of drought on water potential measured at three time stages of drought stress in 82
RILs of common bean from experiment at BF.
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PRILOGA L2

Vpliv suse na vodni potencial, merjen v treh ¢asovnih stopnjah susnega stresa, pri 82 RIL navadnega fizola iz
poskusa na KIS.

Appendix L2: The impact of drought on water potential measured at three time stages of drought stress in 82
RILs of common bean from experiment at KIS.
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Zupin, M. Odziv navadnega fizola (Phaseolus vulgaris L.) na susni stres: kvantitativno Kartiranje lokusov.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2017.

PRILOGA M1

Vpliv suse na potencialno fotokemi¢no uéinkovitost, merjeno v treh ¢asovnih stopnjah susnega stresa, pri 82

RIL navadnega fiZola iz poskusa na BF.

Appendix M1: The impact of drought on photochemical efficiency measured at three time stages of drought

012345678

stress in 82 RILs of common bean from experiment at BF.
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PRILOGA M2

Vpliv su$e na potencialno fotokemi¢no u¢inkovitost, merjeno v treh ¢asovnih stopnjah susnega stresa, pri 82

RIL navadnega fiZola iz poskusa na KIS.

Appendix M2: The impact of drought on photochemical efficiency measured at three time stages of drought

Fv'/Fm®

stress in 82 RILs of common bean from experiment at KIS.
RIL - KIS
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Zupin, M. Odziv navadnega fizola (Phaseolus vulgaris L.) na susni stres: kvantitativno Kartiranje lokusov.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2017.

PRILOGA N1
Vpliv suse na hitrost transporta elektronov, merjeno v treh ¢asovnih stopnjah susnega stresa, pri 82 RIL
navadnega fiZzola iz poskusa na BF.

Appendix N1: The impact of drought on electron transport rate measured at three time stages of drought
stress in 82 RILs of common bean from experiment at BF.

RIL - BF
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PRILOGA N2

Vpliv suse na hitrost transporta elektronov, merjeno v treh ¢asovnih stopnjah susnega stresa, pri 82 RIL
navadnega fizola v poskusu na KIS.

Appendix N2: The impact of drought on electron transport rate measured at three time stages of drought
stress in 82 RILs of common bean from experiment at KIS.
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Zupin, M. Odziv navadnega fizola (Phaseolus vulgaris L.) na susni stres: kvantitativno Kartiranje lokusov.

Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2017.

Appendix O: Testof marker segregatin for linkage mapping.

Segregacijski test markerjev za vezano kartiranje.

PRILOGA O

St. Lokus/marker a b - N Df/Sp Signif. Klasifikacija
1 barva_stebla 62 16 4 27,13 1 Fwkrakx [a:b]
2 tip_rasti 49 20 13 12,19 1 wRrEEs [a:b]
3 ATAB 25 55 2 11,25 1 Fxrrx [a:b]
4 BM188 26 54 2 9,8 1 xRxx [a:b]
5 BMb654 27 54 1 9,00 1 xxxx [a:b]
6 ATA150 26 52 4 8,67 1 xR [a:b]
7 BMb182 52 26 4 8,67 1 xxxx [a:b]
8 BM205 25 49 8 7,78 1 xxx [a:b]
9 BMb279 25 49 8 7,78 1 xx= [a:b]
10 AFLP_6-10_T500 29 53 0 7,2 1 xxx [a:b]
11 AFLP_9-2 T150 53 29 0 7,2 1w [a:b]
12 BMb519 50 27 5 6,87 1 xxx [a:b]
13 PvM128 29 52 1 6,53 1 ** [a:b]
14 AFLP_6-7_S460 52 29 1 6,53 1 ** [a:b]
15 AFLP_1-2 51 29 2 6,5 1 ** [a:b]
16 BMb341 50 28 4 6,21 1 ** [a:b]
17 SSR-1ACA47 50 28 4 6,21 1 Fx [a:b]
18 AFLP_7-10_T170 52 30 0 59 1 ** [a:b]
19 barva_cveta 44 24 14 5,88 1 ** [a:b]

20 AFLP_8-1 45 25 12 571 1 ** [a:b]

21 AFLP_7-8 T210 51 30 1 5,44 1 ** [a:b]

22 BMb1157 44 25 13 5,23 1 ** [a:b]

23 AFLP_1-3 40 22 20 5,23 1 ** [a:b]

24 BM143 49 29 4 513 1 ** [a:b]

25 barva_semena 31 17 34 4,8 1 ** [a:b]

26 AFLP_7-6_T230 44 27 11 4,6 1 ** [a:b]

27 ATA76 31 49 2 45 1 ** [a:b]

28 BM239 30 48 4 4,15 1 ** [a:b]

29 BMd22 32 50 0 3,95 1 ** [a:b]

30 BM114 46 29 7 3,85 1 ** [a:b]

31 BM53 30 47 5 3,75 1 = [a:b]

32 IAC88 38 24 20 3,16 1 = [a:b]

33 BM142 46 31 5 2,92 1 = [a:b]

34 BM152 34 47 1 2,9 1 - [a:b]

35 BM236 34 47 1 2,9 1 - [a:b]

36 BMb160 34 47 1 2,9 1 - [a:b]

Se nadaljuje.



Zupin, M. Odziv navadnega fizola (Phaseolus vulgaris L.) na susni stres: kvantitativno Kartiranje lokusov.

Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2017.

Nadaljevanje priloge O.

v

St. Lokus/marker a b - N Df/Sp Signif. Klasifikacija
37 BMb356 34 47 1 2,9 1 - [a:b]
38 AFLP_10-10_S230 47 34 1 2,9 1 - [a:b]
39 AFLP_2-8 34 47 1 2,9 1 - [a:b]
40 ATA9 32 47 3 2,85 1 = [a:b]
41 BM154 32 47 3 2,85 1 * [a:b]
42 SSR-IAC55 33 48 1 2,78 1 = [a:b]
43 AFLP_10-8 T160 48 33 1 2,78 1 * [a:b]
44 SSR-IAC10 45 31 6 2,58 1 - [a:b]
45 SSR-1AC90 40 27 15 2,52 1 - [a:b]
46 SSR-1AC62 34 48 0 2,39 1 - [a:b]
47 ATA32 33 46 3 2,14 1 - [a:b]
48 ATA172 46 33 3 2,14 1 - [a:b]
49 BM212 33 46 3 2,14 1 - [a:b]
50 BMb152 33 45 4 1,85 1 - [a:b]
51 HRG 33 42 7 1,8 1 - [a:b]
52 AFLP_5-11 S600 35 47 0 1,76 1 - [a:b]
53 AFLP_9-2 5170 47 35 0 1,76 1 - [a:b]
54 BMb83 26 34 22 1,7 1 - [a:b]
55 AFLP_10-5 S260 30 41 11 1,7 1 - [a:b]
56 BM156 33 44 5 1,57 1 - [a:b]
57 BMb318 45 34 3 1,53 1 - [a:b]
58 ME1 45 34 3 1,53 1 - [a:b]
59 BMb414 35 44 3 1,3 1 - [a:b]
60 BMd53 44 35 3 1,3 1 - [a:b]
61 BMb619 35 45 2 1,25 1 - [a:b]
62 GATS91 36 46 0 1,22 1 - [a:b]
63 BM211 41 32 9 1,11 1 - [a:b]
64 BMb1024 32 41 9 1,11 1 - [a:b]
65 SSR-1AC6 28 36 18 1,00 1 - [a:b]
66 AFLP_2-11 S100 36 45 1 1,00 1 - [a:b]
67 AFLP_10-8 T330 45 36 1 1,00 1 - [a:b]
68 AFLP_10-11_T150 45 36 1 1,00 1 - [a:b]
69 BMb1093 6 10 66 1,00 1 - [a:b]
70 IAC83c 35 43 4 0,82 1 - [a:b]
71 BM150 36 44 2 0,80 1 - [a:b]
72 BM187 44 36 2 0,80 1 - [a:b]
73 BMd28 44 36 2 0,80 1 - [a:b]
74 PVBR93 44 36 2 0,80 1 - [a:b]
75 AFLP_9-5_S360 45 37 0 0,78 1 - [a:b]

Se nadaljuje.
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Nadaljevanje priloge O.

v

St. Lokus/marker a b - N Df/Sp Signif. Klasifikacija
76 BM138 40 33 9 0,67 1 - [a:b]
77 PVBR53 43 36 3 0,62 1 - [a:b]
78 ATA244 37 44 1 0,60 1 - [a:b]
79 BMd42 37 44 1 0,60 1 - [a:b]
80 AFLP_3-8 S380 44 37 1 0,60 1 - [a:b]
81 AFLP_10-10_S200 44 37 1 0,60 1 - [a:b]
82 BMb474 35 41 6 0,47 1 - [a:b]
83 GA1l6c 35 41 6 0,47 1 - [a:b]
84 BM164 42 36 4 0,46 1 - [a:b]
85 PVBR107 37 43 2 0,45 1 - [a:b]
86 PvM002 37 43 2 0,45 1 - [a:b]
87 AFLP_8-10 44 38 0 0,44 1 - [a:b]
88 PVBR25 33 38 11 0,35 1 - [a:b]
89 BM237 35 40 7 0,33 1 - [a:b]
90 BMb611 43 38 1 0,31 1 - [a:b]
91 BM202 32 36 14 0,24 1 - [a:b]
92 BMg1888 35 39 8 0,22 1 - [a:b]
93 BMb277 41 37 4 0,21 1 - [a:b]
94 BMd25 36 40 6 0,21 1 - [a:b]
95 BMb250 40 36 6 0,21 1 - [a:b]
96 ATA3 38 42 2 0,20 1 - [a:b]
97 BMb302 42 38 2 0,20 1 - [a:b]
98 BM139 38 35 9 0,12 1 - [a:b]
99 Bmc121 38 35 9 0,12 1 - [a:b]
100 Bmc238 41 38 3 0,11 1 - [a:b]
101 PVBR185 39 42 1 0,11 1 - [a:b]
102 AFLP_10-5 S330 42 39 1 0,11 1 - [a:b]
103 PVMO018 21 19 42 0,10 1 - [a:b]
104 BMb601 6 7 69 0,08 1 - [a:b]
105 BM141 37 35 10 0,06 1 - [a:b]
106 BM160 40 38 4 0,05 1 - [a:b]
107 BM172 41 39 2 0,05 1 - [a:b]
108 BMb445 39 41 2 0,05 1 - [a:b]
109 PvMO013a 41 39 2 0,05 1 - [a:b]
110 PvM100 38 40 4 0,05 1 - [a:b]
111 PVM120 37 39 6 0,05 1 - [a:b]
112 AFLP_5-8 _T350 42 40 0 0,05 1 - [a:b]
113 ATAT77 41 40 1 0,01 1 - [a:b]
114  BM167 39 40 3 0,01 1 - [a:b]

Se nadaljuje.
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Nadaljevanje priloge O.

St. Lokus/marker a b - N Df/Sp Signif. Klasifikacija
115 BM175 40 39 3 0,01 1 - [a:b]
116 BMb1095 39 38 5 0,01 1 - [a:b]
117 BMd26 35 36 11 0,01 1 - [a:b]
118 BMg1526 38 37 7 0,01 1 - [a:b]
119 SSR-IAC52 40 41 1 0,01 1 - [a:b]
120 AFLP_6-11_T70 41 40 1 0,01 1 - [a:b]
121 AFLP _9-2 T190 39 40 3 0,01 1 - [a:b]
122 ATA113 38 38 6 0,00 1 - [a:b]
123 ATA289 38 38 6 0,00 1 - [a:b]
124 BM149 41 41 0 0,00 1 - [a:b]
125  BM157 40 40 2 0,00 1 - [a:b]
126 PvMO003 38 38 6 0,00 1 - [a:b]
127 AFLP_5-11_S200 41 41 0 0,00 1 - [a:b]
128 BMb248 8 8 66 0,00 1 - [a:b]
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PRILOGA P1

Osnovni vremenski podatki za agrometeorolosko postajo Drenov gri¢, za obdobje 17. 6.-12. 7. 2013, za
poskus na BF. Dnevne temperature zraka (°C), povpreéne minimalne in maksimalne dnevne temperature
zraka (°C), povprecna dnevna relativna zracna vlaga (% RH), minimalna in maksimalna povpre¢na dnevna
relativna zracna vlaga (% RH) ter povprec¢na dnevna koli¢ina padavin (mm).

Appendix P1: Basic weather data for agrometeorological station Drenov gri¢ for a period of 17. 6 - 12. 7.
2013 attempt on BF. Daily air temperature (° C), the average minimum and maximum daily air temperature
(° C), the average daily relative humidity (% RH), the minimum and maximum average daily relative
humidity (% RH), and average daily rainfall (mm).

Temperat |[Temperat [Temperat [Relativna Relativna vlaga |Relativnavlaga |Padavine [Padavine Padavine
Datum St. meritev ura (°C) |ura(°C) |ura(°C) [|vlaga (%RH) |(%RH) (Min) (%RH) (Max) (mm) (mm) (Min) |(mm) (Max)

17.6.2013 24 23,95 23,58 24,33 67,84 66,53 69,17 0,00 0,00 0,00
18.6.2013 24 25,21 24,83 25,61 66,95 65,58 68,31 0,00 0,00 0,00
19.6.2013 24 25,79 25,40 26,20 64,40 63,13 65,68 0,00 0,00 0,00
20.6.2013 24 24,67 24,26 25,07 61,13 59,60 62,65 0,00 0,00 0,00
21.6.2013 24 23,79 23,95 42,67 60,45 61,06 31,17 0,00 0,00 0,00
22.6.2013 24 22,19 21,88 22,49 64,81 63,36 66,24 0,00 0,00 0,00
23.6.2013 24 21,13 20,63 21,63 70,74 68,74 72,73 0,00 0,00 0,00
24.6.2013 24 13,88 13,64 14,14 90,70 89,40 92,01 0,58 0,18 0,41
25.6.2013 24 13,30 13,00 13,62 84,39 83,10 85,70 0,00 0,00 0,00
26.6.2013 24 13,20 12,90 13,50 83,33 82,21 84,48 0,16 0,03 0,13
27.6.2013 24 14,57 14,31 14,82 72,68 71,17 74,18 0,03 0,00 0,03
28.6.2013 24 12,60 12,23 12,97 76,38 74,66 78,09 0,01 0,00 0,01
29.6.2013 24 16,23 15,87 16,62 66,30 64,88 67,71 0,00 0,00 0,00
30.6.2013 24 17,95 17,68 18,26 65,84 64,73 66,95 0,00 0,00 0,00
1.7.2013 24 18,21 17,90 18,54 69,53 68,07 70,99 0,00 0,00 0,00
2.7.2013 24 19,62 19,23 20,01 67,25 65,84 68,66 0,00 0,00 0,00
3.7.2013 24 19,93 19,52 20,32 65,40 64,05 66,74 0,00 0,00 0,00
4.7.2013 24 20,40 20,03 20,76 68,11 66,72 69,49 0,00 0,00 0,00
5.7.2013 24 20,51 20,18 20,88 70,38 69,05 71,70 0,00 0,00 0,00
6.7.2013 24 19,93 19,47 20,39 72,88 71,50 74,25 0,00 0,00 0,00
7.7.2013 24 21,26 20,88 21,65 70,69 69,37 71,98 0,00 0,00 0,00
8.7.2013 24 22,26 21,92 22,60 66,58 65,18 68,02 0,00 0,00 0,00
9.7.2013 24 21,16 20,81 21,50 70,10 68,74 71,45 0,00 0,00 0,00
10.7.2013 24 20,36 19,93 20,80 75,93 74,19 77,64 0,00 0,00 0,00
11.7.2013 24 18,85 18,57 19,14 85,98 84,65 87,31 0,30 0,07 0,23
12.7.2013 24 19,11 18,84 19,38 72,12 70,74 73,48 0,00 0,00 0,00
POVPRECNO 24,00 19,62 19,29 20,69 71,19 69,85 71,41 0,04 0,01 0,03
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PRILOGA P2

Osnovni vremenski podatki za agrometeorolosko postajo KIS2, za obdobje 28. 5.-13. 6. 2014, za poskus na
KIS. Dnevne temperature zraka (°C), povprecne minimalne in maksimalne dnevne temperature zraka (°C),
povprecna dnevna relativna zrac¢na vlaga (% RH), minimalna in maksimalna povprecna dnevna relativna
zra¢na vlaga (% RH) ter povprec¢na dnevna koli¢ina padavin (mm).

Appendix P2: Basic weather data for agrometeorological station KIS2 for the period 28. 5. - 13. 6. 2014
attempt at KIS. Daily air temperature (° C), the average minimum and maximum daily air temperature (° C),
the average daily relative humidity (% RH), the minimum and maximum average daily relative humidity (%

RH), and average daily rainfall (mm) .

St. Temperat [Temperatura |Temperatura |Relativna Relativna vlaga [Relativnavlaga [Padavine [Padavine Padavine
Datum meritev  |ura (°C) |(°C) (Min) (°C) (Max) vlaga (%RH) [(%RH) (Min) (%RH) (Max) (mm) (mm) (Min) [(mm) (Max)
28.5.2014 24 14,67 14,28 15,05 73,38 71,38 75,58 0,43 0,03 0,30
29.5.2014 24 15,27 14,83 15,68 76,05 73,95 78,52 0,32 0,01 0,14
30.5.2014 24 13,91 13,70 14,17 76,57 75,15 77,78 0,01 0,00 0,01
31.5.2014 24 14,08 13,59 14,55 53,07 50,95 55,38 0,00 0,00 0,00
1.6.2014 24 14,16 13,67 14,77 61,68 58,96 64,42 0,01 0,00 0,01
2.6.2014 24 15,65 15,15 16,14 57,61 55,31 60,63 0,00 0,00 0,00
3.6.2014 24 14,40 13,78 15,03 71,63 68,53 74,48 0,03 0,00 0,03
4.6.2014 24 16,00 15,45 16,55 68,14 65,70 70,34 0,01 0,00 0,01
5.6.2014 24 17,46 17,13 17,80 70,78 68,64 72,90 0,06 0,00 0,05
6.6.2014 24 20,43 19,91 20,93 58,40 56,40 60,36 0,00 0,00 0,00
7.6.2014 24 22,42 21,84 23,08 51,63 49,26 53,67 0,00 0,00 0,00
8.6.2014 24 23,69 23,15 24,25 51,26 49,15 53,29 0,00 0,00 0,00
9.6.2014 24 24,73 24,21 25,25 51,11 49,08 53,23 0,00 0,00 0,00
10.6.2014 24 25,21 24,69 25,74 48,06 45,66 50,33 0,00 0,00 0,00
11.6.2014 24 25,81 25,18 26,43 46,83 44,45 49,24 0,00 0,00 0,00
12.6.2014 24 22,51 21,93 23,17 62,95 59,70 66,05 0,23 0,00 0,14
13.6.2014 24 20,62 20,15 21,10 72,25 69,84 74,63 0,09 0,01 0,04

POVPRECIE 24 18,88 18,39 19,39 61,85 59,54 64,17 0,07 0,00

0,04
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PRILOGA P3

Osnovni podatki vremenskih razmer v obdobju april-september v letih 2013 in 2014 v primerjavi z
dolgoletnim povprecjem 1961-1990 za Ljubljano Bezigrad. Povprecne mesecne temperature zraka (°C),
povpre¢ne minimalne in maksimalne mesecne temperature zraka (°C), minimalna in maksimalna povpre¢na
mesecna relativna zracna vlaga (% RH) ter trajanje soncnega obsevanja (v urah) (ARSO, 2016; Mese¢ni ...,
2016).

Appendix P3: Basic weather data during the period from April to September in 2013 and 2014 compared to
the long-term average from 1961 to 1990 for Ljubljana Bezigrad. Average monthly air temperature (°C), the
average minimum and maximum monthly air temperature (° C), minimum and maximum average monthly
relative humidity (% RH) and sunshine duration (in hours) (EARS, 2016; Monthly ..., 2016).

Mesec

Parameter Apr Maj Jun Jul Avg Sep

T povp (°C) 12,4 14,8 19,8 235 22,5 16,2

T min (°C) 75 10,7 13,9 16,6 15,9 11,9

w T max (°C) 17,0 19,9 258 30,1 29,5 21,4

2 S RV min (%) 51,0 62,0 44,0 39,0 42,0 61,0

5 ' RV max (%) 85,0 85,0 87,0 82,0 83,0 95,0

E Ure sonénega 167,0 181,0 280,0 350,0 293,0 159,0
- obsevanja

g 3 T povp (°C) 131 15,7 20,2 20,8 19,6 16,2

= T min (°C) 8,3 10,1 14,1 15,8 15,2 12,3

.3 < T'max (°C) 18,7 21,7 26,5 26,5 25,1 21,5

= S RV min (%) 53,0 48,0 48,0 58,0 87,0 65,0

g ' RV max (%) 90,0 83,0 84,0 92,0 93,0 96,0

g, Ure sonénega 159,0 233,0 257,0 211,0 199,0 125,0
g obsevanja

gt T povp (°C) 9,9 14,6 178 19,9 19,1 155

£ o, g Tmin(0) 4,7 9,0 12,4 14,1 138 10,9

£ 5% 2 Tmax(°0) 15,4 20,4 23,6 26,1 25,4 21,6

= S ‘é_ ! RV min (%) 52,9 51,9 54,5 51,6 53,9 59,0

E’ & & RVmax(%) 86,9 85,9 86,2 87,0 91,8 95,1

1 Ure son¢nega 162,0 210,0 221,0 260,0 230,0 164,0

obsevanja
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P

RILOGAR

Genska karta Galeano-Fernandez, 2011.

Appendix R: Gene map of Galeano-Fernandez, 2011.
http://legumeinfo.org/traits_maps/cmap/?ref_map_set_acc=PvConsensus_GaleanoFernandez2011 a&ref map_accs=-1
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