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A taldlmany targyat a keresztesvirdguak csaladjaba (Compositae) tartozé Nr-rezisztenciagént tartalmazé Gj névények
képezik, kiildbnésen Lactuca nemzetséghez tartozé salatandvények, amelyek Nasonovia ribisnigri levéltetlire rezisztensek.

A taldlmany szerinti ndvények a levéltetli-rezisztencianak kdszdnhetéen mezégazdasagilag elébnydsen termeszthetdk.
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Levéltetd-rexisztencia a kreresztesvirigiak csalddiiban

taldlmaény té

rgyat & keresztesvirdglak csalédiaba

-
Ty

{Comprositas) tartozd Nr-rezisztenclagént tartalmazé vj ns-
vények képezik, kilindsen Lactuca nemzetssgher tartozd sa-
latandvényvek, amelyek Nasonovia ribhisnigri levéltetfire re-
zisstensek.

A taldlmdny sserinti ndvénvek a levéltetf-rezisz-
tencidnak készénhetden mezdgazdasigilag elénySsen termeszt-
hetdk.

A leveltetdk sok pusztitdst ckozmak a zdldségiermés-

ben. A ndvények

(flosmiét)

csOkkent vagy abnormilis ndvekedést okoznak, B1& levélietiik
agy levéltetli~maradvanvek eladhatatlannd teszik a leszire-

telt termést. Ezenkivil a levéltetlk mézharmatot, egy cuk-
ros folyadékot valasztanak ki, amely egy ragadés rétaget
formal a leveleken. R levéltetdk nagyon rettegett &181s-
nyek, nemcsak kézvetlen pusztitésuk miatt, hanem azért is,

mert virusos helegségekst teriesztensk.
A Nasonovia ribisnigri levéltetl@-faj Rurdpdban legy~
gyvakrabban a wnezdkén termesztett salétikon fordul eld. & N,

ribisnigri kilundsen

nyek fiatal leveleit

£X3
(%4

7

artalmas, mert tapléalkozédsiban a ndvé-
részesiti eidnyben. A levéltetiiket en-
158/ PA



n&lfogva kénnyen fogsagba eitik aw Ssszezirddd salatafeijek,
ami nehézzé teszi rovardld szerskkel vald elérhetdségiiket.
Rildndsen szorosan zdrddd feleket kialakitd, timdr feid sa-
latatipusokban ckoz ez kowoly problémikat. A ndvénytermess-
L3k a ndvekvd haszonudvények rovardld szerskksl vald ismé-~
telit permetezésével korlatozzdk a levéltetlk kértételér,
rildndgen akkor, amikor az 1dSidrasi viszonyok kedveznek a

levélitetlk szaporodas&nak., Tilzott mennyiségd rovarsld szer

o2

lkalmazdsa nem kivanatos kdrnyezetvédelmi szemponths&l. A

By

novenyvédd szersk ezenkivill adett esetskben nem $rik =1
céliukat, a fentebb leirtak szervint példidul zart salétafe-

&

Ndveények reziszitencildias (gazdandvény-rerisztencial,

amelyeken levéltetik eldfordulnak, kdrnvezetbarit altesrna-

tivaja a rovardSld sazerek alkalmazdsaénak levéltetdh feildde-

vibisnigrire rezisztens, salatikhcer tartozd multidrndvény~
valtozatot irtak 1= {Dunn, J. A. és Kempton, D.P.H., “Tests
of Agrochemical and Cultivars®, No. 1., Ann. Appl. Biol.

94,

{/1

upplement, 58-5% {1980}, Maidnem tdkéletes N,

A3}
]

ribignigri rvezisztenciat taldltak vad tipush, L. virosa

=

4
.

wWyédnyben, amely egy Lactuca-valtozat [Benink, &. H. és
L. Dieleman, Euphybica 3, 6%1-835 (1983}1. Az L. wirosaban

talalt Nasonovis-rezisztencidt egyvetlen dominéns gén haté-

rozza wey, amelyst Nr-génnnek nevaesnsk.
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1881 ~hen L.
karabbi “Institute for Horticultural Flant Breeding”™ {(IVT,
ma  a CPRO-DLO része)  intésetbdl (Wageningsen), amelyek

genomjukban olyan L. wirosabdl szarmazd kromoszdmafragmenst

f}}\
ot

rtalmaztak, amely N ribisnigrire rexisztencidt meghatd-
rozd, Nr-gént tartalmazott. Ezek a ndvények L. viresaval és
L. sativaval végzett hibridizdcids program eredményeként
Sttek leétre, amelyekben L. ssrriclat alkalmaztak hidfai-
ként. Hidfsit akkor alkalmsznak, ha két fal csak korlito-

sott mértékben keresztezhebtd egyméssal, mint az L. virosa

5 az L. sativa.

{5

A& nyllvénossagra hozoti ndvények fenotipus &3z mezd-
gazdasagl je=llemzdk tekintebében nem kivant tipusiak voltak
{fejet nem képeztek, gyenge tenyésztési tulajdonsagok).

A nem RKivanatos mezdgazdasigl jellemzdédk miatt szekeb

a ndvényekelt a neamesitd cégek hibridizicids siilidksnt al-

rekombinacidval &s sze-

Bt

kalmaztadk olyan ndvények genetika
lekeidoval vald eldallitdsa c¢&138bél, amelvekben az N
ribisnigri rexiszstencia 16 mezdgazdasdgl jellemsdkkel kom-
bin&lddik.

Az L. sativa egynyari faj, de mesterséges megvilagi-
tés alatt, magasabb himérsékleten néveszive 2-5 sgymést k&-
vetd generdcild nevelhetd fel sgy &v alatd. & visszakerssa~
adris Altaldnosan ismert és  alkalmas nddzzer
Cdenor splldbElY szdrmazd gének keresztezésérs nagy mezd-
gazdasagl sriékkel rendelkexd, genetikal hittérbs. Altala-

=

an egy domingns gén introgresszidis mecdgazdasigilag elfo-

o

gadhatd fenotipus 3~5 visszakeresstezéssel é&rhetd el, me-
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lyet 2-3 &nbsporzis kSvelt. Ezéri 3-5 &y alatt, 5-8 gensrs-

-

cid szikséges ahhoz, hogy genomiukban a kivant gént tartal-
mazd, nezdgszdasigilag elfogadhatsd ndvényekhex Jussunk.
fAzonban, bar Nr-génnel rendelkezd ndvényskast médr 1981-ben

eldallitottak verdmagokat btermeld cegek, sz Nr-gén sikere

3

-

aAtviteldt mezdgazdasigilag eifogadhatd salitansvényekbe még
nem irtak ls.

A talaiminy szerinti megold:
tiiztink ki kerssztesviragda
tord ndvénysk, killéndSsen O3 saldtandve nyek =218allitésat,
amelyskben Nascnovia ribisnigri fathoz tartozd levélteb(-
rezisztencia 3¢ nezdgazdasigl jellemzdkkel kombinilodik.

Exf a3 célt a talalmény szerinti megoldissal gy értik
el, hogy egy szelekeids program sorsn azt talaltuk, hogy ié
mezdgazdasigl jellemzdkkel rendelkezd salatandvényekben a
rezisztencia alkalmszédsdt nem tettdk lehetdvé az L.
vircsabdl szarmasd, Nr-gént tartalmazd rromoszdmalragmens
altal okozott negativ mellékhatasck, awikor azt L. sativa
genowmidba inszertéltuk. N. rikisnigrire nem rezisztens, te-
nyssaletlt salatandvényekhes hasonl itva, az Nr-génre homexi-

gota ndvények valdishan csakkent novekedést, vilagosabb

26id szint és generativ &llapotban lévd novenyek drag leve-

leiben a klorofill felgyorsult degraddcidist nmutattak {ami-
kor a ndvény felmagzik). Bz azt aredményezte, hogy szaporo-
diasra képes ndvények telijesen vagy részlegesen fehér, dre~-

gebh lsvelekkel és/vagy csékkent ndv rényrnagassagyal rendel-

ﬁ)

keztek. ¥zt a mezdgazdasigilag nem kivant fenotipust a to-

2

vabbiakban a lsiréshan “CRA~fenotipusnak® {("Compact grawth
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and Bapid Ageing®, azaz tdmzsi névekedés és gyors Sregedés)

nevesslik., &z 1. abran lathatd egy pélids normdl saldtandvé~
nyek es CRA&-ndvénysk kSz8fti ktlénbségre. Vegetativ Alla-
potbhan & CRA~-szimptdimék kiilandsen feltiindek, amikor a ndvé-
nyex stressz hatasa alabtt ndvekednek {(példdul alacsony hd-
nmé&rsékletent.

& talalmany targyadt tehdf olyvan ndvények képezik,
amelyek genomjukban Nr-rezisztenciagént tartslmaznak, &85 a
LR3~Tenotlipusért felelds genstikal informicis a ndvénysk
genomjaban nincs jelen, wvagy csak akkora mértékben, hogy a
CRA~fenotipus nen képes sxpresszélddni.

A& talalmany azon a fellsmerésen alapul, hogy a CRA-
fenotipus nex magénak az Nr-génnek az sredménve, hanem a
rezisztenciagén szomszédsdgaban 18v8 gensetikai informacis
kovetkezménye. B taldlminy szerint tehdt azt tal&ltuk, hogy
kaposolat van a rezisztencia és a CRa-Ffenotipus kSzétt.
Ezen kapesolab megszintetésével lehetséges rezisztens, me-

28gazdasigilay elfogadhatd ndvényeket nevelni. Masrészt az

irodalomban s gajat kutatdsaink alapian azt talé&ltuk, hogy
t Y

z L. viross més tulajdonsdgail is gvakran asszocidltak CRA-

343

<

ssal, ha més ndvényekbe kerssstezziik arokat. Maxon

Fh

2

enetim
Smith é&s Langton Xkaposslatot irtak le  [“The Growsy”,
217971889, 54-55. »old.l a tomzsi novekedds &s  Bremia
lactucea ellend rezisziencia kHesStt, amelyet L. wirosabdl
introgresszdltak termesstett saldétibas. B talalmény szerint
ez is megoldhatd, azaz, hogy a CRA-fenotipus genetikailag

~

kapesolatban van 8 kivdnt tulaidonsdggal. A CRA-fenotipus



recessziv tulajdonsdg, amely cosak homozigoéta, rezisztens
Svényekben expresszéalsddik,

Amint ezt felismertiik, lehetségessé valt olvan nové-
nyek szelekcidia, amelyekben a CRA~fenotipusért felelds ge-
netikal informécidt eltdvolitottuk az NR-gén szomszédsiaga~
boél, vagy kicseréltuk colyan méritékben, hogy a rezisstencia
mar tovabbh nem expresszdlddott a CRA~fenotipussal kombing-
cidban. A leirds példdi az Nr-rezisztenciagénre vonatkoz-
nak, de a taldlmdny alapelve szerint természetesen nis CRA~
val kaposolt, L. viresabél szérmazd tulajdonsagokat is fel-
hasznalhatunk.

& CRA-fenctipusbhan megnyilvénuld genetikai informicid
eltavelitasat vagy megvaltoztatdsit a gén szomszédsagaban

- v

véagzetl rekombindcids eseménnye/kke/l vwaltiuk ki. Jelenleg
méy nem teliesen vildgos, hogy 8 CRA-informacid vaton a gdn
hal, jobb wagy nindkét oldalidn helyezkedik el. Ha z CRA-

usért felelds genetikal informdcid a rezisztenciagén

rh
£
¢

¢
o
!

mindkét oldalén megtalalhaté, eldnydsen a genetikai infor-
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t kicserélilk wvagy eltdvolitjuk. A ta-
lalmany szerint eldnydsen véglil olyvan névénysket szelekta-
lunk, amelyekben két vagy tdbb rekombindcids esemény ment
veghe., Természetesen nincs szikség ilven dupla rekombindci-
s esemény bekdvetkezésére egy generdcidban, de egymist kd-
vetd generaciskban végbemend rekombinacids események végil
z rezisztenciagén mindkét oldaldn 1évé genetikal informacis
gltédvolitasdt vagy cseréjét eredményezhetik. Ha a OCRA~

informdcid a génnek csak az egyik oldaldn helvezkedik el,

termeszetesen sgyetlen rekombindcids esemény is slegendd.



lentésén melotikus crossing-avert értiink.

CR&~Ffanoe
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ipus ndlkill ndvényekher szokasos hibridizs-
oids technikék alkalmazdsdval juthatunk. Azonban olvan k-
ritimények kézdtt, amelyben megfeleld sralekceids kritériumo~
kat alkalmazunk. A taldlmény szerinti megfeleld szelekcids
kritériumokat mar definidlituk, éspedig a rexisztencliagén
szomszedsdgabsl szarmazd genetikai informicié egy darabhié-
nak telies vagy részlesges hidnya vagy inaktivitiasa. A ta-
laimdny szerint nincs jelentdsége, hogy a rezisztenciagén
kGriili genetikal informécisd mekkora része hiinyozzon agy

ondJanak/ =

{..j.

rekonbinansbdl, vagy milyen médon dezaktivaléad
CRA~geén vagy CRA~génsk mindaddiyg, amig a CRA-fenctipus

X

nincs jelen a ndvényben ég lessdrmazottiaiban.
iyekben az Nr-gén és a CRA-fenotipusért felelds gének k¥-
0Lt rekombindcid tdrtént, a gyakorlatban =gy rekombindns
fenotipusra szkrinsllnk ndvényeket, azaz N. ribisnigrire
vald rezisztencidra nem-CRA~fenotipussal kombindcidban. Rar
ezzel a wédszerrsl taldlhatunk alkalmas rekombinansokat,
ahogyan a példakban léthatd, azonban ssames oka van, hogy
miért lehet bonyolult nmezdgazdasagilag é&rtékes rekombi-
ninsokat talalni

A rezisztencia fs 3¢ mezdgardasigl tulajdonsigok kowm-
dra vegzett szelekelds programban azt  talaltuk,
hogy awzok a ndvények, amelvben sz N, ribisnigri irdnvéban
mutatott rezisztencia mezdgasdasidgilag értékes fenotipussal

kombindlodott, maidnem minden esetben nem egy kromoszomaban
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végbement rekombindcid eredményeképpen idttek létre, hanem
hetervzigdtak voeltak introgresszalt L. wvirosabdl szdrmazd

Fromeoszémafragnensre. A talalmdny szerint azt talaltuk,

hogy a CRA-fenctipus recessziven drdklédik. Mivel az Nr-gén
dominédns, sgvetlen képila L. virosabdél szédrmasd fromoszoma-

N

fragmenst tartalmazd ndvényben a rezisztencia normil {(nem-
CRA} fenotipussal kombinaloddik., Ilyen ndvények utddal azon
ban szegregalddnak CRA~fenoctipusra, és nem lehet kerssie-

delwi célokra felhaszndlni, mert a kereskedelemben elérhetd

saldtavarians

’CJ

¥ tiszita vonalak, amelyeknek a genetikai egy-

segesséy szigord kSvetelwménveinsk kell eleget tennitk a
¥

=

P

forgalomba hozatal célidbdl. Tovabbé

331

taldituk, hogy mi-~
vel & rezigztencla expresszidia killonbézd kdrnyezeti é&s ki-

sérletl kértlményektdl fuggd bilcldgial tulaidonsiy, N

Cribdsnigri rezissztenciatesztben a névények bizonyos részét
gyakran helytelenil osztélvoezsuk., Nr-gént tartalmazd ndvé-

nygket érzékenynek tekintilnk, és Nr-gén nélkili ndvényskset
rezisztensnek tekintunk. Ugyanes vonalkozik egyedi névények

& o2

fenotipikus bescrolésara a fsldeken vagy az tvegh

e

3

s
H

whan.

{t

Kisérleti és kirnyezeti kéirilményektsl Figgden L. wirosabdl
sgarmaxd kromoszdmafragmenst inszertélva tartalmazd ndvé-

nyek bizonyes részét norweidl, homonigdta allapoitban lévének

w\

tekintink, mig szimos mds, inszertdlt kromoszdmairagmenst

tartalimazd ndvényeket heterczigdta &llspotban lévének, vagy
inspertdlt kromoszdmafragmenst egyvaltaldn nem tartalmazd
ndvénysk olyan szimptimékat nutathatnak, amelyek alapian

k3

tévesen CRA~fsnotipusbka soroliuk asokat.
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A fentekd leirt nehézségek ellenére, amelyek ugvan
gléfordulhatnak, a példédkban lathatd, hogy a kivant, & CRA-~
fenotipusért felelds genetikal informécidt nem tartalmazd
névények szelekcidia bhagyominyos modszerral nagyen &1 le~
hetséges. Er a szelekclds médszer azonban viszonylag nagy
szegregdli populacidt vagy nagyszdmd hibridizécidt fgénvel.

Ennélfogva hatékonyabb molekuldris bhioldgisl eszkizs-
ket alkalmazni megfeleld novények szelekcididra. Kimagaslé-
an hasznog technika Vos., P. é&s munkatdrsal &ltal lIsir:t
AFLP~techniks {Nucleic Acid FRessarch 23 {31}, 4407-4414

{18951, A taldlminy szerinti alkalmaziasban ez technika

£33

genetikailag az Nr-génhez kapcesolddé DNS-marksrek térképe-
zésere alapul, amely ubtdn viszonylay egyszerd nddon msgha-
tarozhatd, vajon tértént-s rekombindcids esemény az Nr-gén

szomszédaggaban egy  hibridizicidé kisérletbdl szérmazéd

4]

utédban. Ha egy  kaposolt marker hidnveik, crossing-over

1]

t@rtént (ezért) az Nr-gén és marker k8zdtt. A géntdl ki~
lénkdz8 tévolsigokban 1évd nmarkerek valasztésdéval az is
meghatirozhatd, hogy nagy wvagy kis darab téint-e &l a gén
szomszédsagabsl. Azokban ar utddokban, awelyekben a kap-
csolt marksrek Ozl sgy vagy tobb hi&nyzik, #s ennsdlfogva
legaldbb egy darab bhidnysik & gén nem kivant, sromszédos
szakaszdbol, &5 ezért az étlagusndl nagyobb ax esélye, hogy
a8z Nr-gént tartalmazd kromoszdma a CRA~fenotipust eredmé-
nyezd genetikal informicid nélkiil wan felan. Olyan ndvények

-

szeigkcididnak hatékonysaga, amslyekben a homozigdta jelleg

w

Lipus nélkili Nr-génnel kombindlodik, molekuléri

e
=
t
Piy
{4
o3
8]
e

markerekkel ssignifikdnsan megnivelhetd.
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gy uén szomszédsdgaban 1év8 genetikal markerek tér-

=

képezdsét célzd eljdrdst egészen kdnnyen képes végrehaitant
atlagos molekuldris bioldgiai ismeretekkel rendelkezd sve-

mély, és amelyek leirsdsait lésd paldiul Lefebhvre, V. és A.
M. Chevre, “Tools for wmarking plant dissaze and pest
resistance genes: a review”, Agronomie 1% {3}, 3-1% {19935},
Michelwors, R. W., "Molecular approaches to mani ipuilation of
diseage resistance genes®, Annual Review of Fhytopathology
33, 3B3-437 {1385); Michelmore, R. W., R. V. Kesseli &s E.
J. Ryder, “Genetic mapping in lettuce®, In: R. L. Phillips
és I. K. Vasil ({szerk.), “DNa-based markers in plantsa”,
Kluwer Acad. Fublishers, Dordrecht {1894} 223~23%. old.:
Winter, P. &3 G. Kahl, “Molecular marker technologies for
plant  improvemant®, World Journal of Microbiology and

Biotechnology 11 {4}, 438-448 (1995} . Az AFLP~ ~technoldgira

fin
wh

vonatkosd &altaldnes informacidk megtaldlhatsk Vos, P.
munkatarsal {(mint fent}. A 2. példaban részletesebben ki
fejtitk az AFLP-technolédgia alkalmarzdsat a falalmény sze-
rinti ndvények szelskoididra

& talalmany szerintl megoldast a leirvdsban Lactnos
sativa salita tenyésstésével szemléltetiiik. Szakember szi-
mara nyilvénvald, hogy a talélmany szerinti megoldas alap~
elvel ehhez hasonldan mis Lactuca nenzetséghez tartozd fa-
Jjokra, &5 altalanosabban a keresztesvirdglak {(Compositas)
csalddidhos  tartond niwvénvekre 4is alkalmazhatdk. Az L.

sativa tenvésztése &ltal tehdt nem kivaniuk korldtezni az

igényelt oltalmi kirt.
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A taldlmé&ny szerintl rezisztenciagén elényisen L.

irossbdl széarmazik., A taldlmany szerinti névények termé-

szetesen teljesen termékenyek &5 homozigdtik a reziszsten~-
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ersdményezd genetikal alap hidnva
miatt a ndvények lényegében nem mutatnak csdkkent ndveks-
dést, cvsdkkent z&ld szint a levelekben és 1dé eldtti kloro-
fill-degradicidt, ha a nivényvek generativ féasisban vannak.
“Tenyasztett saidta™ vagy “tenyéssteit saldtandvény”
kifejesésen a lelrdsban olysn salatat értink, amely fo-
syasztisra alkalmas, és eleget tesz a kersskedelml cé&lyl te-

nydsztés kdvetelményesinek., Magukon a salatandvényeken 4&s

fogyasztasra alkalmas részein, példiul fejeken és leveleken

kiviil, & taldlwmény szerintl megoldds részét képezik szapo-

ritasra alkalmas névényl részek és srirmazékok. Szaporitas-
ra alkalmas ndvényl részek peéldéul szerves szovetek, Ggy-
mint  lesvelek, széarak, gydkerek, sariak £z hasonldlk,
protoplasztok, szomatikus embridk, portokcek. levélnvelsk,
tenyészetben 1évd seitek és hasonldk. Szaporitésra alkalmas
sarmazékok peldinl magok. A taldlimdny szerinti ndvényeket
hagyomdnyos mddszsrekkel tenyészthetitik vagy szaporithat-
Juk, de ndvényl részekbdl spiarmazd zzdvettenvésztési tech-
A talalmdny szerinti ndvényeket {amelvek jellemzdie,

hogy az Nr-gént homozigdta &llapotban, CHA-fenotipus nélkul

tartalmazzak) N, ribisnigri reczisztenica Atvitelére alkal-
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mazhatiuk mezdgazdasdgllay &ryy
eivégerhetd példaul standard visszakeresstezési elidrasok

alkalmazadsédval egy domindns génre {lésd Briggs, F. ¥N. és P,

-
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¥F. EKnowles, In: “Principles of plant breeding® 183~167.
old. {198711, melyel a ndvényvek OGnbeporzdsa kdvet lsgalabb
két generacidén kereszbll, &3 azutian a rexisztesnciagénre ho-

mozd Q’CI- a2 vonalak sze *ﬁ“{\a}.f’}»ﬁ

iés program  adott 1épéseiben kereszi-
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beporzadst alkalmaztunk. Azonban dnbeporzd nidvényvek keres:zt

beporzasa esetén szlkséges, hogy megakaddlvozzuk az Snter-

mékenyitést & ndivard sstildként alkalmazobt ndvénvben. Ez

Dt

agy érhetd el, hogy manudlisan sltdveolitiuk a szaporitd-
szervak termds rdszeibt. Bzt slvégeshetitk szok fizikal el-~
tavolitédsaval, vagy kémial &agense} ési/vagy viz alkalmazisi-~
val a wviradgokon. A szaporitészervek termls részeinek elté-
volitésédra vagy funkeidisdnak megfosztisdra szolgald ezen
mddszerek szakembey Altal &1 dismertek. Bgy hibridizicisd
utddiahoz Agy juthatunk, hogy a hibridizécid porzds szild-
Jével magol termeltstink, a3z Fl wvagy visszaksresztezéshsl

szérmazd magolb fogunk, és slvetiik szt 4] novényvek ndveszg-

tése cé&liabdl., Fl-novényeket Onbeporzdsnak vethetiik alad az
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. vVagy visszakerss:stezzik

a visszakeregztezdsi vizlal sserinti rekurrens {visszatérd)
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sett ndvények tovabdb visszakerssz~
tezhetdk a rekurrens sziildl ndvénnysl, hogy a kdvetkernd ge-

nerdcid ndvényesinek mezdgazdasdgl artéket Javitsuk, wagy

Snbeparzasnak vethetidk ald Nr-génres hopozigdta ndvények
alGallitasa cbliabol.,
A talalmény elsd specifikus, eldnyds megvaldsitasi

média szerint, a taldlmdny tErgyat RE $6.85123 vonalhox

%3

artosd L, sativa L. ndvények képezik, melvek eldallitésat
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részistesebben a 2. példdban Iismertetiiik. EBEzen vonalhoz
tartozd ndvények homozigdtdk Nr-génre, és hianvzik beldlik
a CRA~fenotipust ckozd genetikal informécid. Ezek a nédvé-~
nyek nem kicsik ég/vagy newm sdrgdk, mint z CRA-ndvények. Ha
a nidveények nem kiosik és/vagy nem sdrgak, a CHA-fenotipust

okosd genetikal inform&cid elegendd része hilanyzik, vagy

s

2Zen g8 ikai informidcld kielégitden dezakitivalva wan., A
talalmany szemléltelése ©élidbdl ax RE 896.85123-névények
magvait deponaltuk 40804, NCIMB-nyilvéntartési ssam alatt,
1286, wmajus 16-an. Dlyan feltételsket szabtunk, hogy a sza-
badalom megadasinak dadtumdig a depondlt magvakat csak szake
exmber részérs lehet kiadnd.

A talédlmény mésik eldnyds megvaldsitési média sze-

rimt, & taldlmany tirgyat azx 1. pdlddban leirt, hagyomanyos

hibridizacids eljlrds eredménye €5 specifikus szelekoids
vazliat képezi, az REZ 95.75%08~vonalhow tartozd ndvények

zigdtédk arx Nr~

pAv

elddlliitasira. Ezek a ndvények ugvancsak homo
génre, €s hildnyzik beldlilk & CRA~fenotipust okozd genetikal

informdoid, A taldlmdny szemlélitetése ©él13abél  az  RY

26.75806~ndvanyek magvait d altuk 40803, NCIMB-nyilvan-
tartasi szénm alatt, 1996, madjus 1&6~an.

-~

A taladlmany targyédt képezl tovabba elidréds 3 talal~
many szerinti ndvények «l8&8llitdsdra, amelyben Nr-reziszs-~
tancidra heterozigdta, szUldSi ndvényt szelsktalunk, 218381~
litunk szegregédlt populdcidt, =218311itjuk a szegregélt po-
pulacid lénysgében minden sgyves nédvényének utddidt, &z meg-
vizegaliuk az utddokat a rezisztenciira €s a CR&-fenotipus-

ra. Szegragdlt populdcid kildnbiad mddokon allithatd 1,
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példiul heterozigdta sziildl ndvény dnbeporzéaséval, hetero-
zigdta s:uldl novény rezisztens ndvénnyel vald keresztezé-
sével, &s kettds haploid technika alkalmazédsédval a hetero-

zighHta szUIl41 ndwényen. & ketids haplold technikdban 43 né-

vén

‘«.
,1)

ket tenyésziink ki a ndvény kettds gaméfiiboél. A ga-

{ 33\

méték szarmathatnak a termdSs repraduktivy  szesrvekhél
{androgenszis), vagy & porzds reproduktiv  szervekbhdl
{gynogenezisg) . Kettds haploidok tenyészete rendszerint egy

£

pést igényel. A kettds haploidok eldnye

;‘5)‘4

in  witrs ld

£ 1.

rekombindnsok keresé&sdhen

jeid

z, hogy 2 gamétik, amelyskbdl a

By

novények széarmaztak, heterczigdta sziildl ndvényben bekdvet-~

kezett melotikus rekombindcid srsdményel, wmig az igy kapett
kettds haploidok teljesen homozigdtik, igy a heterozigdtak

&lcdzd hatasal elkeriiihetdk.

A kettds haploid technikdval kapott novényvekben a ki-

-

tens é&s CRA-

fdv

vant rekombindns azonnal felismerhetd: rezisz

o]

z

Yt Aeeenn
nalkill ndvény.

i‘)’ 3

segregalt populdcidvonalakbdl szdrmazs,

ndvények Snbsporzasdval kapott vonalak a kivant rekombinins

y-t

SGwvényekkel rendelkeznek, melyek sz alapiadn ismerhetdk Ffel,
hagy a vonal sgységesen rezisstens, de még szegregalt CRA-

ra, vagy ax alapidn, hogy a vonal még szegregalt a reziss-

tenciars, de egységesan normil fenotipussal rendelkezik,

-

vagy az alaplian, hogy & vonal egységesen resiszlens éx egy-

-

.J

ségesen normél fenotipussal rendelkexzik.

Az enmlitett eljdris hatédkonysigdt szignifikansan ja-
vitani lehetf, ha lénysgében mindsn sgyes ndvény utddainak

b

2ldallitdsa eldtt eldétesziel végslink azokon a ndvénveken,

apelvekben a kivéant rekoambindcids esemény bekdivetkezett,



*d wNREO RXIR >
® % ° FE 24
RN o * *
L *® x

£ X * * x% 0

Ilyen =2idteszt lehet példaul molskuldris bioldgiai mddszer,

S

példiul AFPL-~technika végrehaitédsa. Az AFLP-technika

93]

FAES
rinti szelekcid a ssegregilt populicidbdl szdrmazd ndvények
genomiaban, az Nr-gén ldokuszénak szomszédsigdban bekivetke-
zett rekombindcids események detektalésdra alapul.

Az aldbbl peldakkal a taldlmdny szerinti megoldast
X kizdrélay szem~

l1gltetég céliét srzolgdlisdk andlkill, hogy igényinket barmi-

iyen mb&don az ismerietetitekre korlitoszndnk.

Altalénos megiegyzések a példikhoz

A taldlmdny szerintl névények eidalliitédsara alkalma~

7«

zott techanlkdkat 1ty nagyon dltalénosan irjuk le. &z slvég-
zetlt kisérlelek specidlis, tovéabbl részleteibes a példikban
fekintink be

Anvagok és mbdszarek

N. ribisnigri ellesni rexisztencidt dgy stathatiuk
ki, hogy ndvények populicididt novesztiik, é&s az egyes nd-
vényeket bizonyos szamd {példanl 15} N, ribisnigri levélte-
thvel inokulaljuk. A rezisztencia akkor bizonvosodik be, ha
bizonyns tesztidd utan {(példaul 7 nap) a ndvényen 18vd le~
veltetdk szama #, vagy kevesebbh, mint 3 kiindulasi szén,
mig €rxékeny ndvényveken az egy nbvényre jutd levéltebll
széma megnivekedett a tessitperiddus utin.

Azx drx&keny valtoszathor tartcezd ndvényeket kontroli-

by
Y

ként tartaimszza & teszt, A levéltetdimek 481 lathat

3

YA}

s

<

szaporodniunk  kell ezeken 3 kentrollndvényeken & ifesat
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alatt, hogy az wmegblizhatdan elfogadhatd legyen. A tesztet
eldnyésen 18 és 24°0 kodzétti homérsékleten végezzlk, a ni-

nimdlis nap-hossz 14 Sra, Korllbeldll 1~-3 wvalddi levéllel
rendelkesd, vegetativ fazisban 1évd kKis novényekel alkalma~
zunk elénydsen N, ribisnigri egyedekkel vald inokuldcidra,
bar iddsebb ndvéanyeket is alkalmazhatunk a rezisztencia-
teszthen., &z N, ribisnigri rszisztencis nemosak a teszt kd-
rilményei kozdtt figyvelhetd nmeg, hanen shher hasonldan a

faldeken vagy fUveghirban is l&thatd.

g

Yy resisztenciatesztben alkalmazott, ¥NI-jelll lewélte-
8k a pirvos biotipushes tartoztak, és beszerzési forrvésuk
~Departuwent of Entomology of the Agricultural University of

Wageningen”

o

olt. A teszt 218tt salatandvényeken tenvyész-
tettiik azokat. Természeltesen 281d saind levéltetdket iz le~
het alkalmazni. & rezisztenclatesztet olyvan magokkal végez~
tik, amelyeket cserepes Ko

posztidmbdkbe vetettink. A lg-

1n
2ltetiiket vetés utdn négy hétiel vittik a fiatal saldtand~

{*f
i:.“

veanyvekre.
2. Hibridizécidk

Az elsd hibridizicidban alkalmszott egyik ssiild hono~
ighta vollt N, ribisnigrl rezissiencidra, &5 mezdgazdaségi-
lag nem kivanatos tulajdonsdgokkal rendelkezetl, azaz cgdk-
kent nivekedést, csdkkent 28ld elszinezsdést ésfvagy a klo-
rofill id8 eldéttil degraddcididt mutatott generativ fazis-
barn. A mdsik ndbvény olyan ndvény volt, amely nem wvolt re-
zisziens N. ribismigrire, #&s5 nem putatta a fentebb leirt,

mezdgazdasidgilag nem kKivanatos tulajdonsigo .
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& hibridizacisdy ‘&‘}_ kapott Fi-ndvénvek visszakersszteg-
hetdk a rekurrens (N, ribisnigrire érzékeny! szildél ndvény-
nyel {vagy mésik N. ribdsnigrire érzékeny ndvénnvell,
és/vagy FZ-generdcidly tenyészthetdk dnbeporséssal. Rz gy
kapott BIl- {viaszakeresziezetll! vagy FZ-névények shhez ha-
sonldan tenyeéssthetdh a kivetkezd generacidiqg dnbeporzas-—
sal, wagy Qira felhasznalbatsk mint hibridizécids szildi
ndvény. CGlyan ndvények detektilésa, amelyekben rekombinaci-
68 osemény nment végbe a rezisztencidt wmeghatirozd N¥Nr-gén
Idkuszdhor kbHzel, hatékonyvan eslvégezhetd ALFP-technikival

vagy mas, melekuléris wmarkerekest alkalmasd tschnikival az
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egalit populacidhban. Bz lehet olyan populdcid,

amelyel heterozigdta ndvény Onbeporzésival kaptunk {(lasd a

2. p2ldat), vagy olyan populdcid, amelyet heterczigdta néd-

vény visszakeresztezésével kaptunk, eldnydsen resisstens

<

szlé1 vonalbdl szadmazd ndvénnyel. Az N, rikd

nigri ze-

02}

z

gaztencia és a CRA-~fenotipus kdz8tti rekombindcidra vald
fenotipus-szelekcidt hatékonyan elwégezhetilk  Nr-génrs
21t populdcidbsl szirmazd, beltenyésztett vonalak

A& Svonal”™ kifejezésen a leirdsban magok vagy ndvéanyek
olyan osoportiat artitk, melyet sgyetlen ndvény tnbeporzé-~
saval kaptunk.

A szelakeids hatékonysdg ndveléséet molekuléris marke~
rek alkalmszdsdval éritk =1, amelyben eldsselekoldt haitha~
tunk végre a markerskiel. R névénynek osak axon ubkddait
tesztelillk azt kovetden toviabh rezisztenciaras €3 CRA-

fenotipus jeisnlétére, amelyekben a markerek alkalmazdsaval

Xk
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kimutattuk, hogy rekowbindcids esemény wment wvéghe az Nr-
idkusr szomszédsagaban.

& rezmisztencia é&s a CRA~fenotipus k#edtti kapcosolat
negssakadisa taldlhatd asoxban a populécidvonalakban {akar
2ildszelektaliuk markerekkel, akdér nemr), melyeket gy kap-
tunk, hogy vonalanként széwmos advényt {példéul 235} tesstel-
tink N, ribisnigri rezisetenciirsa, #&s ugyanazon vagy kiilén-
bozd ndvénysket ({példaul 25} teszteltink CRA-fenctipusra.
Eren k&t teszt alapié&n sz egyes vonalak tulajdonsagaik
alapidn a kdvetkernd csoportokba osztilyoshatdk:

Revisztencia:

13

pgységesen rezisziens

b} rezisstens &5 érzékeny novényekre szegregdlt
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b} CRA-fenotipust &s normal fenotipust ndévényekre szegre-

o) egységesen normdl fenotipus
Nr-génre homozigdta, nem CRA~fenotipuszal rendelkessd
rekombindns ndvények taldlhatdk:

1} azokban g vonalakban, amelyek egységesen rezisztensek N.

B

ribisnigrire, #s amelyher tartozd novények nem mindegyike
rendelkezik CEA~fenctipussal,
2} azokban a vonalaskban, amelyek egységesen normdl feno-

tipussal rendelkesnsk, €s amslvhez tartozxd ndvények nem

mindegyike érzékeny N. ribisnigrire.
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Az elsd esethen, a CRA-tipussal nem rendelkezd ndvé-~
nysket magltermelés célidra szelektédltuk. Ezen szelekbilt
ndvénysk Snbeporzisdval kapott utédalt tira teszteltik ve-
zisstencidra és CRA~fenotipusra, és8 azokat a wonalakal tar-
tottuk weq, amelyek egységesen rezisztensek voltak, és egy~
ségesen normil {(nem CRA} fenotipussal rendelkextsk.

A masodik essthen rezisziens ndvényesket magtermelsds
célihra szelekt&ltuk., Ezen szelektalt ndwények Hnbeporzisi-
val Kapotlt utddait Gira teszteltilk rexisztenciira és CRa-
fenotipusra, é&s azokat 3 vonalakat tartottuk meg, amelyek
egységesen rezisztenssek voltak, €8 egységesen normil (nem

CRA} fenotipussal rendelkeztek.

3. Szelekoid AFLP-techunikaval

b; ).

BEgy Xis darab levelet ({példaul 50 mg-ot} gyditink az
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egyes ndvényekrdl | 3 &4
Juk. ALFP-markerek é&s az Nr-gén k8zattl kapesoclat tanulmé-
nyozésa cé&llidbél a mintat biztositd egyes ndvényeket is
tasztelnl kell N. ribisnigri rezisztencidra, a fentebb le-

irt eljéras szerint. AFLP vagy mads, Nr-génhez kapcsolt mo-

lekularis markerek detekcidjdt gy végszhebid hogy a re~

zisztens egvedek vagy érzékeny nidvények marker-mintdzatdt
Geszehasonlitiuk, vagy érzékeny &s rezisztens névények cso-
portiaibdl szérmazd DNS-t Usszekeveriink {Ggynevezett ,egye-
sitett készletek®”) é&s Osszehasonlitijuk eren egyvesitett
készletek markermintdzatat. Szegregalt populiacidbsl szarma-

26 egysdi ndvényel nmarkermintézata alapidn sz Nr-génhes

kaposolddd markerek markertérképbe rvendelhetdk, a markere

£

egymés k&zdtti, valamint a markerel &8 az Nr-gén kozatti
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genietikal tavolsdget indikdlva. A markerek egymas koézdtti
valamint a markerek és egy moncgenikus tulajdonsdg kdzdttl
gengtikal kapcsclat fokdnak detektaldsara szolygald eliarés
srakenber szdmdra standard nbddszer, és sok kézikdnyvbhen la

van irva. BEzen kapcsclatok vigsgélatara szo
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pes programok altaldban rendelkezésre &llinak {példaul a
LOOInmART ~RTCGran, melysl a CPRO~DLYG forgalmasz,
Wageningent .

bS

Az Nr-lékuszhoz kdrzel kaposoliddd marker—készlettel a

noévényekben, az Nr-lékusz szomszédsagéban végbement egy

N

vagy Lébb rekombindcids esemény detektdlhatd. Azokat a nd-

w

vényeket, amelyekben rekombinécids szemény végbewent, az

rendelkezd, Srzékeny szild-

zen project ¢flisira a markerskel és a markerek neg-
hatdrozésit Keygene NV {Agro Business Park 20, Post box
214, €700 AR, Wageningen) feilleszteitte ki. Usak Xeygene 3l-
tal kifejlegztett &s szabadalmaztatoli A¥LP~-technikat al-
kalmaztuk. Az AFLP~techniké&t részleteiben lasd P. Vos és
wunkatdrsal, ~ATLF: a new technigus for DRA
fingerprinting”, MNucleic Acids Research 23 (21}, 4407-4414
{1895},

Az AFLP-technikat jelenleyg kGidnbdzd cégek forgalmaz-
zak, ©s atlagos tudédsy scakember szdmdra randeliezésre 811,

Arlagos tudiast szakesbar ssdmdra ma mar rutin feladatol je-

lent egy génhez kozel kapcsolddd markerek detektalésa,

%

amennyiben alkalmas ngvénypopulacidk alinak rendelkezésre.
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Atlagos tuddsd szakember szémdra nyilvénvalé, hogy restrike-
cids enzimek és lidncinditd oligonukleotidok kivalasztisaval
xlonbdzd, egy bizonyos génhez kaposolddd AFLP-markert
eld lehet &llitani, és eszen kdzel Xkaposcldadd, egy 1ékusw
szomszédsigaban végbement melotikus rekombinécid detektala-

sara szolgald markerkészlet eld&llitidsa ©8113bdl nincs lét-

,-.,

fontossagu jelentdsége annak, milven tipusd kézel kapcsolé-

36 markereket alkalmazunk erre a oflra. A dantsd ténvess

<

csak az alkaslmazotl markerek széma, plusz megoszlisa abban

m

¥

a kromoszdmafragmensbhen, amelyben a rekombindcidt detektali-~

P

ni kivaniuk.
1. példa
Hagyomanyos hibridizacid

-~

A taldlmény szerinti L. ¢
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bl vazlal sterint 3llitottuk eld:

793202 x BCZ vonal {Calona x R18 donor)

FZ2 x BC2 {Salsdin RZ x R18 donor)

Salsdin RZ x ¥i

P

?9,3
furd

e
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F5, tdbbek kHzdtt a 96.73306~vonal
Az IVY 723202~-vonalbdl szirmazxd ndvényt, az Nr-gént
tartaimazd vonalak kdzlUl az egyiket 1381-ben hoztak nyilva-

nossiagra  a  korédbbi  JInstitute for Horticultural Plant

lekeids  vonalunkbdl szarmazd  fodros fejd salatatipushern
tartozd ntvénnyel kereszteztink, amely teljesen rezxisstens
volt Bremia lactucas &ltal okozott hullimosodéssal Jérd
{odowny™} peneszbetegsdgre [BCE {Calona x RIS donoryl. &
keresztezésbdl szérmazd Fl-magokat elvetettik és Fi-ig sza-

.

paritottuk. Bz PFa-ndvényeket N. ribisnigri rezisztencidra
és morfoldgiara teszteltik, és egy stelektédlt rezisztens
F2-névényt kereszteztink egy Saladin-tipusd ndvénnvel,

amely teljesen reziszltens volt B, lactucsera [BCZ{®Saladin

RZ” x R18 donoex)y
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visszakereszteztik egy .Saladin RZ” tipust ndvénnyel. Bzen

tenciara  vizsgdltuk, és  Ujra visszakersszteztiik egy
«Saladin K" tipust ndvénnyel. A kerssstezéshdl szamazd

Fl-magokat elvetettiik &s Fi-ig szaporitottuk. Az F2-névé-

nyeket N, ribdsnigri rezisztencidra és morfoldgidra tesgz—
teltilk, #&s5 egy fodros fejd saldtatipus szelektalt, ra-

ziscstens ¥2-névényt F3-vonalig szaporitottunk. Az Fl-vona-

3

lakat Ujra reziszienclidra és fenotipusra teszteltik, és &gy
fadros fejd salatatipusra szelektalt F3I-ndvényt egy

-~

“*Saladin Qui

0

k RE¥ tipust ndvénnyel keresstezbink. EbbSl a
keresvtezésbdl szdrmazé Fl-generdcisdt N. ribisnigri rezisz-

tencidra vissgaltunk, és F2-ig szaporitottunk. Ezen hibri-

s
e
e

cid egylk Pl-ndvényébdl szdrmazd F2-, ¥3- é3 FPd~generi-
citk ndvényeit N. ribisnigri rezisztencidra é&s fenotipusra
teszteltiink. Rezisztencia és a kiviant nem~CRA~fenotipus
kombindcidiaval rendelkesd, szelsktilt 52~ és E3-ndvényeket
wminden esetben heterozigdténak taldltuk azx Nr-génre. Azon-
ban a keresztezés Fd-generaciéiaban, vogil taldltunk eqy
olyan wvonalabt, amely egységes volt normal fenotipusra (fod-
rog Tejd salatal, azaz nem mutatott CRA-tiinetekat, &s ezon~
ivil mdy szegregdlt N. ribisnigri rerisztenciara. Ezen vi-

vonalhos tartezd szdmos ndvénnyel magot termeltettiink. Né~-

4

hany ezen Fd-ndvény utddiat {téhbek k8z&tt RZ  96.75806-
vonall nem talaltuk méx tovabb ssegregéltnak N, ribisnigri

rezisztencidra, és ennélfogva az Ny-génre homozigdta jelle-

’bs

get mezdgazdasdgilag értékes fenotipussal kombinidltak, a

CRA~-tinetek hidnyanak kdvetkeztében.
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Meg kell Jegyezni, hogy az itt leirt példa bemutatia

a fejlesztés térténetdt, és a talilmény szerinti névények
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szerinti ndvénysk egyenes leszarmazottként tartosnak., A

enti szelekeids wazlatot

8]
g1

hibridizdcld tovabbi dgait és
megvizsgiltuk, azonban valamennyi a kivant vegeredmény nél-
kil, azaz andlkil zarult, hogy homozigdta, N ribisnigrire
rezisziens, CRA-szimptdmdk ndlkili névényeket tal&ltunk

volna.

2. példa
Rekombindnsok detektilisa AFlP-markerekkel vald oldszelek-
cid utén

A talédlmdny szerinti L. satdvae I. ndvényeket &llitot-
B4

¢.Jz

tunk eid egyetlen hibridkeresztezédsbsl {,hycross®) kiindul~
va, {a korabbi ,Institute for Hortioultural Plant Bresdinc

intézetben nyilvanossédgra hozott) N, ribisnigrire rezisz-
Tens, IVT 792202~-vonal #4s “Ultra REY, wvaifeil salstavari-
anshoz tartozd ndvény kSzott. Ezen keresztezéshdl szirmazd
egyik Fl-ndvénybdl magot termeltettink, Ezen keresztezéshdl
szarmasd Fl-magokat elvetettlnk, és szénmos ndvénybdl F3-

magot termeltetifink.

Ebbd

foek
[
o

ceresstezésbdl szérmazd F3-vonal 140 novénye

4]

zegregalt rezisztenciara {(az Nr-génre heterozigdta, =gyik
¥F2-ndvenybdl szérmazoti), amelysked azutan rezisztenciara

tegszteltink. & tesztelt ndvények k3zd1l 9% rexisztens volt,
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32 érzékeny, mlig 3 ndvény ssetén nam wolt vilagus a rezisz-

tencia. Nem egyértelmlen rezisztens Fi-nbvények levélanya~

;.4»

gat begyditdttik DNS-analizis c©élidbél. Az Nr ~génhezr kap~

lasdnak kiinduld pontia elsd

3

2501048 AFLFP-markerek detekt

5

ezisziens saldtavonalbdl {(IVT 783702 ra-
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zisztens donor-vonalat tartalmazta), 3 érzékeny vonalbsl
{(Uitra RE~U tartalmazta), N. ribisnigrire érzékeny valtoza-

tok DNS-énak 2 keverékébdl {Megyesitett adagok™) és az IVT

w

TA3I202

(DX
o

& Ultra RZ kSzotti hibridizécidndsl széarmazd  Fi-

X <

vonal 44 sgyedéhd] szédrmazd DNS-tesztkészlet wolt. Ebben

3
3
]

fori
f

wldzetes vizsgalathan egy kodominidns ALFP-markert azonos
tottunk, amely teljesen a razisztenciagénhez kapcsolédott
44 nOvénybdl A11d készletben. Ruzel a kodomindns markerrsl
homosigdta &s heterozigdta rezisztens névényeket lehetstt

megkilonbdztaetni.

A fentebb emiitett kodomindns AFLP-markerrel azutan

¥

i3
e
($67
[
%)
N3

az IVE & az Ultra RZ kdzdttil hibridizécidbhsl szire

-,
f

mazd valamennyl 121 F3-ndvényt megvizsgaltuk. Tgy differen-

ciaini lehetett az F3-novénveket 35 homorigdta resisztens-

s

k3

re, &0 heterozigdta rezisztensre é&s 26 érzékenyre. A homo-

zigdta rezisztens novények &s a homozigdta érzékeny névé-

Wy
7t
£

nyek DNS-&t kulon-kildn egyvesitetiik. Ebb4l a “rezisgtens®
&8 “érzékeny” sgyesitett adaghdl 9¢ AFLP fingerprintet vé-~

geztink. Ezzel kfSrGlbelil 43008 AFLP~osikot &llitottunk eld,

5

ameiybdl 110 az Nr-génhez kaposolddott és 285 az érzékeny
allélhoz ennél a ldokuszndl. EbbAL 19 AFLP-markert valasz-
tottunk ki az Nr-gén szomszédségdban végbement rekombindcis

sekrinelésére. EbbALl a 198 markerbSl 14 a rezisztencidt meg-



taszt alaplian két Fil3-ndvényl azonesitoettunk, amelvek hebe~

origdték voltak Nr-génre. Tzen ndvényekb$l vett Fd-magokat
elvetetiiik, ¥Fd-vonalanként RI0 noévényt. AR ndvényvakbdl szér-
maxd levélanyag-mintat vebtink, és DNS~t izolaltunk. & vég~

%

s&, daszesgen 15875 Fé-ndvénybd4l suérmazd DNE~t alkalmaztuk
narkerrekombindcid  szkrinelésére 19  kivalasztott AFLE-
markerrsl. Az elsd meghatdrozés sredménye az volt, hogy 206
nidvény esetén kaptunk markerrskombindcidt. Rzt a 206 ad~
vényt ujrs tesgieltilk a 1% ArLP-warkerre. Rz az ersdmény
véglil nmegerdsitetts azt, hogy rekombinidcids esemény kével-
kezett be ax Nr-~ldkusz szomszédsidgiban 162 névény esetén.

n

Az 135

~3

5, mintadt biztositd névény Fi-magidt tenvéss-
tattik. Az AL¥Pranalizis alaplédn narker-rekombindnsként
zazonositott 162 ndvény kdzidl 3%-bdl magokat fogtunk. Rz igy
kapott 88 Fi-vonalat N. ribisnigri resisztencidra é&s feno~
tipusra teszteltik. Fzekben a tesztekben sgy vonal esstén
{294,85338) ast tslaltuk, hogy mér nem szegregalt tovabbh a
rexisztencidra {&s enndlfogva homozigdta mddon rezisztens

as Nr-génrel, de méy CRA-fenotipusra szegregalt woli. R

1511

94 .85338, szinmd wagbdl szidrmaszd 530 ndvényt Gira analizgl-
tunk szawos A¥LP-markerrel. Az Nr-génher kapesolddd, 232
YLP-markerrel vé&gzett analizis utén, essek Szl ssirmazd

egyik ndvény eszetén  azt tali&ltuk, hogy  homozigdta

rekombinadns a 22 markerbdl 1Z-re., Fé-magoel {85.85051-vonall

fogtunk sbbdl a novényb3l. Ezxt a vonalabt Yira teszteltudM
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fenotipusra és reziszstencifra, €s gbbdl a vonalbdl sziadrmazd
yalamennyl nivény ismét rezisztensnek ftalaltuk N,
ribisnigrire 2s sbbdl a vonalbdl szdrmand valamennyi ndvény
noermal, azasr nem~CRB-fenotipussal rendelkezett.

..... &

Fil-magot fermelbetiink a 25 835051-vonalbdl ssérmazd

323

11 ndvénybd8l. Ez sredménvezte tobbek k8z8tt a 96.851~23.

sranmd magolt, melyel depondltunk.

3. példa
A rezisztenciagén lokalizildsa AFLP-vizsgilatok segitségéa~-
vel

RZ 26.85123 és RZ 96.75906 jeld, k&t rekombindns vo-
nalat &5 néhény kontrollveonalat tezzteltiink 23 AFLP~
markerre, amelyek kordbbi AFLP-kisérletek szerint rezisz-
tenciaallélhoz {cisz-markerek} kapcsolddnak. A markersket
MIVT TR3IZ0Z x Ultra® kerssztezésen fejlesztetbik ki, A ki~
1onbizd markerek legvaldszinibb szekvencidia a salatagenom-
pan 2ldzd kutatésokbdl szintén ismeretes volt. & kdvetkezd
genotipusokat tesztelttk:

1. IVT 733202 (kSzrebocsétott wvonal, Nasonovia-
rezisztens + C8V}
2. Ultra {Masonovia-@rzékeny BOTERSLARAS, nincs CSV)
3. Saladin {Nasonovisg—érzékeny Jeéchegy-salitavaridns,

nincs CSV3

Jisy

I 88.85123 {2, példa szerinti, rekombindns
Hasonovia~resisztens vonal, U3V nincs)
&, RZ  B6,75306 {1. példa szevinti, rekowmbinans

Nasonovig~rezisztensg venal, €8V nings)
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A markRer-sradmdnyeket az aldbbl téblasatban mutatiuk

1. tablézat
S salatasvonal AFLP-markerervedmérnyei a rezisstenciaallélhos

{cisz~markerek) kapcesclt 21 AFLP-markerrel teosstelve, ha a

genow legvaldszinlbb k¥zvetitd szekvencidiaban jelen van,

Cisz-marker?
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95, 75906 T T S UV
*+: marker jelen van ~ ¢ marker nincs jelen

Az L. téAblizathSdl kSvetkezik, hogy hérom cisz-marker
(3., 7. &3 18, sziami) pozitly jelet adott a “Saladin” jég-
hegy-saldtavarianshban is, &s  igy nem  polimorf ezen
Nasonovia~érzékeny varidnsck €s az IVY 783302 L. virosa
introgresszids teriilet kfzdéti. A tébbi markerrel kapott de-
lekbhd8l az kdvetkerik, thogy a 96,835123 ég 98.75308
rekombindns vonalak megfelelnek az introgresszzids feriilet
bal részének. Mindkét vonalban rekombinacid tértént a 12.

&3 13. marker kdzdti: a 13, markertdl balra mindkét vonal~

bél hidnvoznak a cisz-markerek,. Ennédl fogva nagyon valdszi-~
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nd, hogy a C8V-t k&dold gén vagy génsk a 13. markertdl dbal-~
ra helyezkedik el azx L. virecsa introgresszids fragrenssen. A
95.75806 vonal abban kuldnbdzik a tébbi rekombindns vonal-
tHl, hogy a 26.75906 szintén a Jobb oldalra szeparalddik: a
15. ég 16. markerek kfzott rekombindcld tortént a 86.753%0¢

vonalbdl hiidnyoznak a clsz-markerek a 15, markertdl jobbra.
kSl szt a kivetkeztetést wvonhatiuk le, hogy & Nascnovia-
rezisztenciagén walshol a 12. &s 16, szamd marker k&zdtt

helyeszkedik el.
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SEABADALMIIGENYPONTOK

I, Keresztesvirdgliak (Composiiae) cealddidhoz tavtowd ndvény, amely Nagonovia
ribisnigri levéltetiive rezisziens a genomban levé Nr-rezisstenciagén kévetkestSben, és amely
ndvény genomighdl & CRA-fenotipusdrt felelés genetikal informacid logalabb olvan mértékben
hidnyzik, hogy a CRA-fenotipus nem expresszéladik,

2o Az 1 génypont szerintl ndvény, amely az Nereziszienciagént homozigdta mddon
tartalmazza.

3. Az 1. vagy 2. igénypent szerint ndvény, amely Lactucs nemzetséghes tartord salila-
advény, cldoviisen L. sariva L.

4. A 1L 2 vagy 3. igénypont szerintl ndvény, amely a kévetkexd oljdrds seerint eldgliis-
hatde

i} Mr-reziszioncifrs hetorozigota sziildl ndvényt szelektdiunk,

ity szegregalt populscidt Allinuek &lf,

1) elddiliuk a szegregalt populacid Knyepdhen minden egyes ndévényének utddia,

v teseteliik ez ntddokat rezisziencidra és CRA-fenotipusra,

v} alkalmas widdndvényeket szelektdlonk, amelvek vagy rexixzienyek, vagy new rendel-
keznck CRA-fenotipussal,

vi} ezekbdl a ndvényckbél dubeporzdssal magokat termeltetlind, és utddokat neveliink a
magokbdl ey leszdrmazast vonal eldaltitisa céliabol,

vii} a vonalat teszteljik rexiseioncidra és CRA-fenotipusra, €5 olvan lessfemazist vona-
lakat szeloktdlunk, amelyek cpvségesen revisstensek €s amelvek sgységesen nem-CRA-
fenotipussal rendetkezanck.

A4 géuypont szevintt odvény, melynek eseidn g sregregdlt populdctd a salidi nd-
vény dnbeparzdsdval, a szl ndvény rorisziens névénnyel vald kereszterdsével, vagy kettbs
haploid technika alkalmardsaval dllfhatd eld.

&0 A4 vagy 5. igdnyporst sperinti ndvény, melynek csetén ax vi-iépéshen olddlithatd al-

kalmas utddndvényekre jellemued, hogy vagy cgységesen rexisztensek N ribiswigrive &3 nem
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mindegyikik rendelkezik CRA-fenotipussal, vagy egységesen nem rendelkeznek (RA-
fenotipussal és nem mindegyikik Sradkeny N, ribisnigrive,

:

7. A4 vagy §. igénypont sverinti nviény, melynek esetén az v)-lépdshen eldallithaté al-

falmas niddndvényekre jellemzd, hogy egvarant egysépesen rezisziensek N, ribisndgrive, ¢s egy-
sépesen nem rendelkeznek CRA-fenotipussal, és amely esethen az vi)- 8 vit)-Iépés elmarad,

& A 4-7. igénypontok barmelyike szerinti ndvény, amely a iv-pdeben sxabad szemmel
fathatd CRA-fenotipus hidaydrs alapeld teszeldesel alifthatd ¢ld.

Q. A 4-8. igénypontok bdemelyike szerinti ntivény, amely a 1i-Iépds eléitt azon advéayek
molekuldris biologiai technikak alkalmandsdval végeett eldszelekeidiaval dllithatd €18, amelyek-
ben rekombingeis esemeny ridnt a rezisziencidért folelds genetikal informécio é a CRA-
fenotipusért felelds genetikal informactd kozdH

10, A 9 igénypont szerintt névény, amely molekuldris biologial technikaként AFLP-
technika alkalmasdsaval allithatd eld.

11, Az 1-10, igénypountok birmelvike szerintl ndvény utdda, amely generativ vagy ve-
getativ modon dilithate elid.

12, Az 1-11. igéuypontok bannelyike szerinti ndvény részel vagy szdrmazndkal, amelyek
szaporitdsra alkalmasak, péidaul levelek, szarak, gydkerek, sadak és hasonldk, protoplasziok,
sromatikus embrick, portakok, levélnyelek, tenyderetben vl seftek, magok és hasonldk,

13, Az 1-11 igénypontok birmelyike seerint nfvény részel vagy szdrmazdékai, amelyek

J

fogvaszidsra alkalmasak, példdnl fijek vagy levelek.

14, Bljards az 1-19. igdaypontok barmelyike szerintl névény clbdllitdsdra, aezal jellemes-

ve, hogy 4-10. igénypontok birmelyike szerimi iépéseket tartalimazd cljdrast hajtunk végre.

A meghatalmazott:
DRANUBIA
Szabadalmi &8 \f.édj ggy roda Kt

;'/_/

dr. Ph§ 0 &r

srabadalmi Ggyvivd
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