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@ Werkwijze voor het verkrijgen van een plant met een duurzame resistentie tegen een pathogeen.

@ De uitvinding heeft betrekking op een werkwijze voor het identificeren van een plant, in het bijzonder een
cultuurslaplant (L. sativa) met twee of meer resistentiegenen tegen een pathogeen, in het bijzonder Bremia
Lactucae, omvattende het identificeren van specificke, aan de resistentiegenen gekoppelde DNA-merkers, en
het met behulp van deze DNA-merkers vaststellen van de aanwezigheid van twee of meer resistentiegenen in
de plant. De uitvinding heeft verder betrekking op een werkwijze voor het verkrijgen van een plant, in het bij-
zonder een cultuursiaplant (L. sativa), met een duurzame resistentie tegen een pathogeen, in het bijzonder
Bremia Lactucae, omvattende het kruisen van een eerste piant, welke ten minste een of meer resistentie-
genen omvat, met een tweede plant, welke ten minste een of meer resistentiegenen omvat, en het uit de
nakomelingen selecteren van een plant waarin ten minste twee of meer resistentiegenen aanwezig zijn met
behulp van de eerder genoemde werkwijze.

De inhoud van dit octrooi komt overeen met de oorspronkelijk ingediende beschrijving met conclusie(s) en
eventuele tekeningen.
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Werkwijze voor het verkrijgen van een plant met een

duurzame resistentie tegen een pathogeen

De onderhavige uitvinding heeft betrekking op
een werkwijze voor het identificeren van een plant met
twee of meer resistentiegenen tegen een pathogeen. De
uitvinding heeft verder betrekking op een werkwijze voor

5 het verkrijgen van een plant met een duurzame resistentie
tegen een pathogeen. De uitvinding betreft tevens een
plant waarin twee of meer resistentiegenen tegen het
pathogeen aanwezig zijn, alsmede zaden en nakomelingen
van deze plant, en nakomelingen daarvan.

10 In het bijzonder heeft de uitvinding betrekking
op een werkwijze voor het identificeren van een cultuur-
slaplant (Lactuca sativa) met twee of meer resistentie-
genen tegen Bremia lactucae Regel. De uitvinding heeft
verder in het bijzonder betrekking op een werkwijze voor

15 het verkrijgen van een cultuurslaplant (L. sativa) met
een duurzame resistentie tegen Bremia lactucae. De uit-
vinding betreft tevens een DNA-merker welke specifieke
gekoppeld is aan een resistentiegen tegen Bremia lactu-

cae. De uitvinding heeft verder betrekking op een cul-

20 tuurslaplant (L. sativa) waarin twee of meer Dm-resisten-
tiegenen aanwezig zijn, alsmede zaden en nakomelingen van
deze plant, en nakomelingen daarvan.

De ziekte die wordt veroorzaakt door de schim-
mel Bremia lactucae Regel staat bekend als valse meel-

25 dauw. Valse meeldauw komt wereldwijd voor en vormt een
groot probleem voor zowel de opbrengst als de kwaliteit
van cultuursla.

De schimmel kan de slaplant in elk groeistadium
infecteren. De eerste symptomen van valse meeldauw be-

30 staan uit het verschijnen van chlorotische gele plekken
op het bladoppervlak. Vervolgens wordt binnen 24 tot 48
uur een witte katoen-achtige schimmelgroei zichtbaar op
het onderste bladoppervlak als aanwijzing voor sporevor-
ming. Gedurende de infectie worden de lesies steeds
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groter en meer chlorotisch, totdat de bladeren volledig
bruin worden.

Bremia lactucae behoort tot de zogeheten
oémyceten, een klasse van relatief primitieve schimmels.
Andere bekende schimmels uit deze groep zijn bijvoorbeeld
Phytium en Phytophtora. De schimmel B. lactucae bevat
verschillende fysiologische species (fysio's) en is

gastheerspecifiek. Bremia lactucae staat bekend als een

zeer variabel pathogeen. Nieuwe fysio's ontstaan relatief
frequent door mutatie van de avirulentiegenen tijdens de
sporevorming voorafgaand aan de voortplanting van B.

lactucae.

Binnen het geslacht Lactucae, waartoe de cul-

tuursla (Lactuca sativa) behoort, bestaan verschillende

soorten die resistent zijn tegen Bremia lactucae Regel.

De resistentie berust in de meeste gevallen op kwalita-
tieve genen, bekend als Dm-resistentiegenen (Dm= Downey
mildew) . Het resistentiemechanisme staat bekend als een
gen-om-gen werkingsprincipe, gebaseerd op de specifieke
jnteractie tussen producten van het Dm-resistentiegen en
het pathogeen—specifieke avirulentiegen, hetgeen resul-
teert in resistentie van de slaplant (Michelmore et al.,
pPlant Pathology 33, 301-315, 1984) . Dit resistentiemecha-
nisme is ook aangetoond VvoOOTY diverse andere resistentie-
genen in verschillende andere plantensoorten (Michelmore
et al., Genome Research, 8, 1113-1130, 1998) .

Er zijn reeds een groot aantal Dm-resistentie-

genen geidentificeerd, die resistentie tegen specifieke

fysio's van Bremia lactucae Regel kunnen bewerkstelligen.
Uit genetisch onderzoek is gebleken dat deze Dm-resisten-
tiegenen vaak geclusterd in groepen Op het zelfde chromo-
soom voorkomen. Er zijn vier van dergelijke koppelings-
groepen oOp verschillende chromosomen in het genoom van
sla aangetoond die verschillende Dm-resistentiegenen
bevatten (Farrara et al., plant Pathology 36, 499-514,
1987) . Nieuw geidentificeerde Dm-genen kunnen vaak worden
ingedeeld in éé&n van de bekende resistentie-koppelings-

groepen.
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Recentelijk zijn echter nieuwe Bremia lactucae
fysio's geidentificeerd die de resistentie als gevolg van
de bekende Dm-resistentiegenen in de huidige cultuur-
slarassen "doorbreken". Dit houdt in dat er Bremia lactu-
cae fysio's zijn ontstaan waarvoor geen resistentie in
huidige cultuurslarassen aanwezig is. Resistentiegenen
zijn dan soms nog wel te vinden in gedateerde slaculti-
vars, maar vooral in aan cultuursla verwante wilde Lactu-
cae-soorten, zoals bijvoorbeeld L. virosa en L. serriola.
Een aantal breed spectrum Dm-resistentiegenen zijn ge-
identificeerd met een resistentie tegen alle geteste
Bremia fysio's.

Dm-resistentiegenen uit gedateerde slacultivars
of uit wilde slasoorten kunnen worden ingekruist in cul-
tuursla om opnieuw resistentie te verkrijgen. Ingekruiste
Dm-resistentiegenen worden op conventionele wijze door
middel van een kunstmatige Bremia lactucae ziektetoets

aangetoond. Hiertoe wordt een aantal bladponsen (doorsne-
de 18-20 mm) of zaailingen van de slaplant geinoculeerd
met verschillende fysio's van B. lactucae. Vervolgens
wordt na 10 tot 14 dagen de mate van ontwikkeling en
sporulatie op de ponsen/zaailingen bekeken. Aan de hand
hiervan kan een uitspraak worden gedaan of een geteste
slaplant of veredelingslijn resistent of vatbaar is voor
de geteste B. lactucae fysio's.

Wanneer bekend is dat twee of meer nieuwe Dm-
resistentiegenen in verschillende koppelingsgroepen
voorkomen kunnen deze resistentiegenen door inkruising
worden samengebracht ('gestapeld') in een cultuursla-
plant, waardoor de kans op het doorbreken van de resis-
tentie wordt verkleind. Het stapelen van meerdere kwali-
tatieve breed spectrum Dm-resistentiegenen uit verschil-
lende koppelingsgroepen kan echter niet met de conventio-
nele Bremia lactucae ziektetoets worden uitgevoerd,
omdat, wanneer één kwalitatief Dm-resistentiegen aanwezig
is, reeds algehele resistentie wordt waargenomen in de
ziektetoets en de mogelijke aanwezigheid van een tweede

breed spectrum Dm-resistentiegen dus niet zal worden
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waargenomen. Het is dus niet mogelijk juist die planten
te selecteren waarin twee of meer kwalitatieve breed
spectrum Dm-resistentiegenen aanwezig zijn, om zo planten
te verkrijgen met een duurzame resistentie tegen B.
lactucae.

Het is dus gewenst dat er een werkwijze wordt
ontwikkeld waarmee na inkruising van kwalitatieve resis-
tentiegenen in een plant, die planten kunnen worden ge-
identificeerd en geselecteerd waarin twee of meer resis-
tentiegenen, aanwezig zijn.

Het algemene doel van de onderhavige uitvinding
is derhalve het verschaffen van een werkwijze voor het
identificeren van een plant met twee of meer resistentie-
genen tegen een pathogeen, ter verkrijging van een plant
met een duurzame resistentie tegen het betreffende patho-
geen. Een bijzonder doel van de onderhavige uitvinding is
het verschaffen van een werkwijze voor het identificeren
van een cultuurslaplant (L.sativa) met twee of meer Dm-
resistentiegenen, ter verkrijging van een cultuurslaplant

met een duurzame resistentie tegen B. lactucae.

Hiertoe verschaft de uitvinding een werkwijze
voor het identificeren van een plant met twee of meer
resistentiegenen tegen een pathogeen, omvattende het
ijdentificeren van specifieke, aan de resistentiegenen
gekoppelde DNA-merkers en het met behulp van deze DNA-
merkers vaststellen van de aanwezigheid van twee of meer
resistentiegenen in de plant.

De uitvinding verschaft verder een werkwijze
voor het verkrijgen van een plant met een duurzame resis-
tentie tegen een pathogeen, omvattende het kruisen van
een eerste plant, welke ten minste een of meer resisten-
tiegenen omvat, met een tweede plant, welke ten minste
een of meer resistentiegenen omvat, en het uit de nakome-
lingen selecteren van een plant waarin twee of meer
resistentiegenen aanwezig zijn met behulp van de hiervoor
genoemde werkwijze.

In het bijzonder verschaft de onderhavige

uitvinding een werkwijze voor het identificeren van een
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cultuurslaplant (L. sativa) met twee of meer Dm-resis-
tentiegenen tegen Bremia lactucae, omvattende het identi-
ficeren van specifieke, aan de Dm-resistentiegenen gekop-
pelde DNA-merkers, en het met behulp van de DNA-merkers
aantonen van de aanwezigheid van twee of meer Dm-resis-
tentiegenen in de cultuurslaplant.

Verder verschaft de uitvinding in het bijzonder
een werkwijze voor het verkrijgen van een cultuurslaplant
(L. sativa) met een duurzame resistentie tegen B. Lactu-
cae, omvattende het kruisen van een cultuurslaplant,
welke ten minste een of meer Dm-resistentiegenen omvat,
met een andere cultuurslaplant, of een wilde slaplant,
welke ten minste een of meer Dm-resistentiegenen omvat,
en het uit de nakomelingen daarvan selecteren van een
cultuurslaplant met twee of meer Dm-resistentiegenen met
behulp van de hiervoor genoemde werkwijze.

Met de werkwijze volgens de uitvinding kunnen
op eenvoudige wijze planten, in het bijzonder cultuursla-
planten, worden geselecteerd waarin twee of meer resis-
tentiegenen, in het bijzonder twee of meer Dm-resisten-
tiegenen, aanwezig zijn ter verkrijging van een plant met
een duurzame resistentie tegen een pathogeen, in het
bijzonder Bremia lactucae. Het selecteren van planten

waarin twee of meer kwalitatieve resistentiegenen aanwe-
zig zijn kan alleen bewerkstelligd worden met behulp van
moleculaire DNA-merkers die de specifieke genen kunnen
aantonen in het genoom van de slaplant. Met de conventio-
nele ziektetoetsen is het niet mogelijk de aanwezigheid
van twee of meer kwalitatieve resistentiegenen in een
cultuurslaplant aan te tonen. De werkwijzen volgens de
uitvinding kunnen tevens gebruikt worden voor kwantita-
tieve resistentiegenen.

Om een plant met twee of meer resistentiegenen
te kunnen identificeren en selecteren wordt gebruik
gemaakt van specifieke, aan de resistentiegenen gekoppel -
de moleculaire DNA-merkers. Hiervoor kan gebruikt worden
gemaakt van verschillende DNA-merkers zoals bijvoorbeeld
RAPD (random amplified polymorphic DNA), AFLP (amplified
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fragment length polymorphism), SCAR (sequence characteri-
zed amplified region) etc. De specifieke, aan de resis-
tentiegenen gekoppelde DNA-merkers worden ontwikkeld
volgens op zich bekende technieken (Paran et al., Genome
34, 1021-1027, 1991; Paran et al., TAG 85, 985-993,
1993) . De toepassing van dergelijke DNA-merkers om ver-
schillende resistentiegenen te stapelen in een plant, in
het bijzonder om verschillende breed spectrum Dm-resis-
tentiegenen bij elkaar te brengen in een slaplant (L.
sativa), ter verkrijging van een plant, in het bijzonder
een cultuurslaplant (L. sativa), met een duurzame resis-
tentie tegen een pathogeen, in het bijzonder Bremia
lactucae, is echter nog niet eerder beschreven.

Volgens de onderhavige uitvinding zijn voor
vier Dm-resistentiegenen, in het bijzonder kwalitatieve
breed spectrum Dm-resistentiegenen uit de Lactuca familie
DNA-merkers gevonden. Met behulp van deze DNA-merkers is
vastgesteld dat de vier Dm-resistentiegenen in afzonder-
lijke koppelingsgroepen zijn gelegen, waardoor stapeling
van de Dm-resistentiegenen in cultuursla (L. sativa)
mogelijk is.

Er zijn verschillende methoden om aan te tonen
of verschillende resistentiegenen in dezelfde of in
verschillende koppelingsgroepen aanwezig zijn. De positie
van de DNA-merkers kan worden bepaald door het genereren
van een zogeheten genetische kaart of door het bestuderen
van de afhankelijke, respectievelijk onafhankelijke
uitsplitsing van de verschillende DNA-merkers ten opzich-
te van elkaar. In de onderhavige uitvinding werd door het
bestuderen van de uitsplitsing van de DNA-merkers vastge-
steld dat de specifieke, aan de Dm-resistentiegenen
gekoppelde DNA-merkers onafhankelijk van elkaar uitsplit-
sen en dus in vier verschillende koppelingsgroepen lig-
gen.

In het onderzoek dat heeft geleid tot de onder-
havige uitvinding werden uit een populatie van planten
die uitsplitsen voor B. lactucae-resistentie de vatbare

en resistente individuen voor hetzelfde B. lactucae
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fenotype onderzocht met commerciéel verkrijgbare RAPD-
primers (OPA-01 t/m OPAN-20, Operon Technologies, Alame-
da, USA; UBC 1 t/m 800, University of British Columbia,
Vancouver, Canada). RAPD-analyse is een op zich bekende
techniek (Williams et al., Nucleic Acids Research, 18,
6531-6535, 1990), gebaseerd op het gebruik van primers
met een willekeurige sequentie om willekeurig segmenten
van het genomisch DNA te amplificeren. Tussen de amplifi-
catieproducten kunnen vervolgens op een agarose gel
polymorfismen worden aangetoond, welke kunnen worden
gebruikt als genetische merkers.

Voor het onderzoek werden 800 primers (Operon
technologies) gebruikt. Het DNA van de planten werd
gemengd met de primers in een geschikt amplificatiemeng-
sel en vervolgens geamplificeerd. De amplificatieproduc-
ten werden op een agarosegel geanalyseerd op de aanwezig-
heid van geschikte DNA-merkers.

De in de RAPD-analyse gevonden 'kandidaat'’
moleculaire DNA-merkers werden getest op de individuen
van de splitsende populatie, waarna kon worden vastge-
steld welke van deze DNA-merkers op geschikte wijze
fysiek gekoppeld waren aan de verschillende onderzochte
kwalitatieve Dm-resistentiegenen. Op deze wijze werden de
volgende DNA-merkers geidentificeerd: DNA-merker A (pri-
mer OPAFO06, 451 bp); DNA-merker B (primer OPAM10, 555
bp) ; DNA-merker C (primer OPW16, 750 bp); en merker D
(primer OPW04, 520 bp) (figuur 2). van de DNA-merkers A
en B werd vervolgens de sequentie bepaald welke zijn
weergegeven in figuur 1.

De gevonden DNA-merkers werden vervolgens ge-
bruikt voor het selecteren van een cultuurslaplant met
twee of meer Dm-resistentiegenen, na inkruising van de
resistentiegenen uit wilde slasoorten, zoals bijvoorbeeld

Lactuca virosa en L. serriola. Het in cultuurslarassen
inkruisen van twee of meer resistentiegenen, in het

bijzonder kwalitatieve breed spectrum Dm-resistentiege-
nen, uit wilde slasoorten, zoals L. virosa, is nog niet
eerder beschreven.
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Indien kruising van twee slaplanten niet lukt
via de normale methoden kan voor het inkruisen van de Dm-
resistentiegenen in een cultuurslaplant gebruik worden
gemaakt van bekende celbiologische technieken zoals
embryo redding (Maisonneuve, Agronomie 7, 313-319, 1987)
of protoplastenfusie (Maisonneuve et al., Euphytica 85,
281-285, 1995). In de onderhavige uitvinding werden de
verschillende Dm-resistentiegenen ingekruist zoals be-
schreven in Voorbeeld 2.

Introductie van een nieuw breed spectrum Dm-
resistentiegen in een van de vier bekende koppelingsgroe-
pen kan als gevolg van recombinatieprocessen resulteren
in uitkruising van reeds in de koppelingsgroep aanwezige
Dm-resistentiegenen, of andere resistentie- of vanuit
tuinbouwkunding oogpunt waardevolle genen. Om dit te
voorkomen worden nieuwe kwalitatieve resistentiegenen met
een breed spectrum Dm-resistentie bij voorkeur geintro-
gresseerd in elk van de afzonderlijke koppelingsgroepen.

De werkwijze volgens de uitvinding wordt bij
voorkeur gebruikt voor het stapelen van kwalitatieve
breed spectrum Dm-resistentiegenen in cultuursla (L.
sativa). Hieronder vallen ook bijvoorbeeld kropsla-varié-

teiten (L. sativa Lineaus capitata), zoals ijsbergsla,

bataviasla en botersla, pluksla-variéteiten (L. sativa
Lineaus acephala), zoals krulsla en stengelsla, bindsla

(L. sativa Lineaus romana), snijsla (L. sativa Lineaus

secalina) en aspergesla (L. sativa Lineaus anqustana).

De werkwijzen volgens de uitvinding voor het
identificeren van een plant met twee of meer resistentie-
genen tegen een pathogeen, voor het verkrijgen van een
plant met een duurzame resistentie tegen het betreffende
pathogeen, zoals beschreven voor cultuursla, kunnen op
analoge wijze worden gebruikt voor andere cultuurgewas-
sen, of andere planten, en andere pathogenen. Als niet
beperkende voorbeelden worden bijvoorbeeld genocemd het
verkrijgen van een duurzame resistentie tegen bepaalde
nematoden, zoals Meloidogyne javanica, M. _arenaria, en M.
incognita, of tegen Oidium lycopersici in tomaat, en het
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verkrijgen van een duurzame potyvirusresistentie in
paprika door inkruising van twee of meer pvr-resistentie-
genen (pvr=potyvirus resistance).

De onderhavige uitvinding verschaft verder DNA-
merkers, welke specifiek gekoppeld zijn aan een Dm-resis-
tentiegen, en welke een DNA-fragment omvatten met een
sequentie die ten minste 70%, bij voorkeur ten minste
80%, meer bij voorkeur ten minste 90%, en meest bij
voorkeur ten minste 95% homoloog is aan é&n van de se-
quenties zoals getoond in figuur 1.

De uitvinding heeft verder betrekking op een
plant, waarin twee of meer resistentiegenen tegen een
pathogeen aanwezig zijn, in het algemeen, en in het bij-
zonder op een cultuurslaplant (L_sativa), waarin twee of
meer Dm-resistentiegenen aanwezig zijn, alsmede op de
zaden en nakomelingen van de plant, in het bijzonder de
cultuurslaplant, of de nakomelingen daarvan.

Met een duurzame resistentie wordt in de onder-
havige uitvinding dus bedoeld dat in een plant ten minste
twee of meer resistentiegenen tegen een pathogeen, bij-
voorbeeld twee of meer breed spectrum Dm-resistentiegenen
tegen B. lactucae, aanwezig zijn. Een pathogeen kan elk
organisme zijn dat in staat is ziekte te verocorzaken in

planten, zoals bijvoorbeeld schimmels, virussen, nemato-
den, bacterién, (zuig) insecten etc.

Een Dm-resistentiegen volgens de onderhavige
uitvinding is bij voorkeur een kwalitatief, breed spec-
trum Dm-resistentiegen tegen de schimmel Bremia lactucae.

De uitvinding wordt meer in detail beschreven

aan de hand van de volgende, niet beperkende, voorbeelden
en figuren.

Figuur 1 toont de sequenties van de DNA-merkers
A (fig. 1A) en B (fig. 1B) volgens de uitvinding.

Figuur 2 toont de vier DNA-merkers die zijn
gebruikt in de onderhavige uitvinding in 24 geteste F2-
individuen. Merker A werd geidentificeerd met primer
OPAF06 (451 bp); merker B werd geidentificeerd met behulp
van primer OPAM10 (555 bp), merker C met behulp van
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primer OPW16 (750 bp) en merker D met primer OPW04 (520

bp) .

VOORBEELDEN

VOORBEELD 1:
Merkeranalyse in sla F2 populaties welke splitsen voor

een Bremia lactucae Regel resistentiegen

De gebruikte technieken om snel en gericht
moleculaire DNA-merkers te identificeren die nauw gekop-
peld zijn met resistentiegenen tegen B.lactucae zijn op
zich bekend (Paran et al., Genome 34, 1021-1027, 1991;
pParan et al., TAG 85, 985-993, 1993; Williams et al.,
Nucleic Acids Research, 18, 6531-6535, 1990), en kunnen
op analoge wijze worden gebruikt voor identificatie van
DNA-merkers in andere gewassen.

Vanuit een populatie (zie kruisingsschema,
voorbeeld 2) van meer dan 300 planten die uitsplitsten
voor B.lactucae-resistentie werden de vatbare en resis-
tente individuen voor hetzelfde B.lactucae fenotype sepa-
raat gepoold (per pool 5 planten). Deze pools werden
onderzocht met behulp van commerciéel verkregen RAPD-
primers (Operon Technologies, Alameda USA, OPA-01 t/m
OPAN-20) . Het PCR mengsel (25 ul) bestond uit DNA (25
ng), RAPD primer (5 pmol), dNTP's (0.2 mM) , MgCl, (2 mM),
Tag DNA polymerase (0.5 U) in PCR-buffer. Dit mengsel
werd geamplificeerd in 30 cycli (30'" 92°, 1'36°, 1
72°) .

Na het vaststellen van kandidaat moleculaire
DNA merkers met behulp van de RAPD-analyse op de DNA-
pools werden deze DNA-merkers gecontroleerd op individuen
van de splitsende populatie waarna kon worden vastgesteld
welke van de DNA-merkers het best fysiek gekoppeld waren
met het onderzochte kwalitatieve Dm-resistentiegen met

een breed spectrum resistentie tegen B. lactucae.
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Voor elk van de 4 onderzochte genen met een
breed spectrum Dm-resistentie zijn de 4 best gekoppelde
moleculaire DNA-merkers (A-D) weergegeven in figuur 1.
Merker A werd geidentificeerd met primer OPAF06 (451 bp);

5 merker B werd geidentificeerd met behulp van primer
OPAM10 (555 bp), merker C met behulp van primer OPW1lé6
(750 bp) en merker D met primer OPW04 (520 bp).

VOORBEELD 2
10 Kruisingsschema's

In dit voorbeeld worden de kruisingsschema's
voor de vier verschillende populaties weergegeven. Hierin
worden de volgende symbolen/tekens gebruikt:

15 * = resistente plant, hiermee wordt bedoeld: resistentie
tegen alle geteste B.lactucae fysio's.
BC = "Back Crossing" ofwel terugkruising.
Z = Zelfbestuiving, het aantal cijfers achter Z geeft aan
hoeveel maal er zelfbestoven is.

20
Populatie A, L.virosa CGN9365, (IVT1398) (merker A):
L.sativa X L.virosa
(ijssla type) CGN9365 (IVT1398)
¥
25 embryo-redding
7
Fl1 X L.sativa (ijssla type)
v
embryo-redding
30 v
resistente* BCl plant X L.sativa (ijssla type)
¥
embryo-redding
¥
35 resistente* BC2 plant X L.sativa (ijssla type)

(fertiel)
v

resistente* BC3 plant zelfbestuiven
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De BC3Z-populatie werd vervolgens getoetst en
merker A geidentificeerd. Individuele BC3Z planten werden
zelfbestoven en uit de BC3Z2-populaties werden de voor
gen A homozygote individuele BC3Z2-planten geselecteerd.
De geselecteerde plant werd gebruikt voor koppelingsana-
lyse van de diverse geidentificeerde DNA-merkers (Voor-
beeld 3) .

Populatie B, L.virosa CGN4683, (IVT280) (merker B):
L.sativa (kropsla type) X L.virosa CGN4683 (IvT280)
v

embryo-redding
v
F1 X L.sativa (kropsla type)
¥
embryo-redding
v
resistente* BCl plant X L.sativa (kropsla type)
(fertiel)
¥
resistente* BC2 plant X L.sativa (kropsla type)
¥

resistente* BC3 plant zelfbestuiven

De BC3Z-populatie werd getoetst en merker B
geidentificeerd. Individuele BC3Z planten werden zelfbe-
stoven en uit de verkregen BC3Z2-populaties werden de
voor gen B homozygote individuele BC3Z2-planten geselec-
teerd en gebruikt voor koppelingsanalyse van de diverse

geidentificeerde DNA-merkers (Voorbeeld 3).
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Populatie C, L.virosa CGN5148 (IVT1538 merker C):

L.sativa X L.virosa
(kropsla type) CGN5148 (IVT1583)
1%
embryo-redding
¥
Fl1 X L.sativa (kropsla type)
v
embryo-redding
v
resistente* BCl plant X L.sativa (kropsla type)
(fertiel)
v
resistente* BC2 plant X L.sativa (kropsla type)
¥

resistente* BC3 plant zelfbestuiven

De BC3Z-populatie werd getoetst en merker C
geidentificeerd. De individuele BC3Z planten werden
zelfbestoven en en uit de BC3Z2-populaties werden de voor
gen C homozygote individuele BC3z2-planten geselecteerd
en gebruikt voor koppelingsanalyse van de diverse geiden-
tificeerde DNA-merkers (Voorbeeld 3).

Populatie D, L.serriola CGN5913 (IVT 1308) (merker D) :
L.sativa (kropsla X L.serriola CGN5913
type) (IVT 1308)
v

Fl X Luggglzg (kropsla type)
v
resistente* BCl plant X L.sativa (kropsla type)
¢
resistente* BC2 plant X L.sativa (kropsla type)
v

resistente* BC3 plant zelfbestuiven

1011819
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De BC3Z-populatie werd getoetst en merker D
geidentificeerd. De individuele BC3Z planten werden
zelfbestoven en uit de BC3Z2-populaties werden voor gen D
homozygote individuele BC3Z2-planten geselecteerd en
gebruikt voor koppelingsanalyse van de diverse geidenti-
ficeerde DNA-merkers (Voorbeeld 3).

VOORBEELD 3

Koppelingsanalyse van de geidentificeerde DNA-merkers

Er bestaan meerdere methoden om aan te tonen of
de diverse kwalitatieve resistentiegenen in dezelfde of
in verschillende koppelingsgroepen (chromosomen) geposi-

tioneerd kunnen worden.

A. Genetische kaart:

Het bepalen van de positie van DNA-merkers kan
worden uitgevoerd door een genetische kaart te genereren
van de 9 chromosomen van sla. Voor het generen van een
genetische kaart waarop de positie van de diverse molecu-
laire DNA-merkers is aangegeven worden kruisingen gemaakt
tussen slaplanten die vanuit genetisch oogpunt hoog
polymorf ten opzichte van elkaar zijn. Voor dit type
kruisingen met een hoge polymorfismegraad kan onderscheid
worden gemaakt tussen:

- intraspecifieke kruising:

Dit is een kruising tussen bijvoorbeeld kropsla en ijs-
sla, er wordt een kruising binnen een soort (L.sativa)
gemaakt.

- interspecifieke kruising:

Dit is een kruising tussen twee Lactuca soorten, bijvoor-
beeld kropsla (L.sativa) met L.virosa.

van beide type kruisingen wordt een F2 of BCl
populatie gegenereerd. Door deze F2 of BC1l populatie te
analyseren met bijvoorbeeld RAPD-merkers kunnen alle
planten individueel worden geanalyseerd op de aan- of

afwezigheid van de polymorfe moleculaire DNA-merkers.

1011218
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Door de verkregen data te analyseren m.b.v. een computer-
programma als bijvoorbeeld JoinMap (Stam, Plant Journal
3, 739-744, 1993) kunnen koppelingsgroepen worden gecon-
strueerd die de diverse geteste DNA-merkers lineair ten
opzichte van elkaar plaatsen, gescheiden door specifieke
afstanden aangeduid in centiMorgans. Indien een breed-
spectrum Dm-resistentiegen in de gebruikte F2 of BC1
populatie uitsplitst kan na toetsen met B.lactucae het
breed-spectrum Dm-resistentiegen worden geplaatst binnen
een van de koppelingsgroepen weergegeven op een gedetail-
leerde genetische kaart van sla. Een genetische slakaart
met 9 koppelingsgroepen is door Michelmore (Genetics 116,
331-337, 1987) beschreven.

Wanneer de geidentificeerde moleculaire DNA
merkers volgens de onderhavige uitvinding polymorf zijn
in de ouders die gebruikt zijn voor het maken van een F2
of BC1l populatie kunnen deze DNA-merkers geplaatst worden
op de genetische kaart, waardoor kan worden vastgesteld
of de DNA-merkers uit dezelfde dan wel uit verschillende
koppelingsgroepen afkomstig zijn.

B. Testkruisingen:

Een andere werkwijze voor het vaststellen van
de positie van de aan de resistentiegenen gekoppelde DNA-
merkers, zoals in de onderhavige uitvinding toegepast
bestaat uit het bestuderen van de afhankelijke of onaf-
hankelijke uitsplitsing van de verschillende DNA-merkers.
Hiertoe werden uit de vier populaties individuele planten
geselecteerd die homozygoot zijn voor de specifieke
breed-spectrum Dm-resistentiegenen uit respectievelijk
populatie A, B, C of D. Vervolgens werden specifieke
kruisingen gemaakt voor de generatie van een splitsende
F2-populatie waarin alle Dm-resistentiegenen en hun
corresponderende DNA-merkers aanwezig waren.

Selectie van plant met gen A en B:

Een plant, homozygoot voor Dm-resistentiegen A
(zoals aangetoond met merker A), werd gekruist met een

19
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voor Dm-resistentiegen B (merker B) homozygote plant. De
individuele F1 plant met zowel Dm-resistentiegen A als B
(na analyse met de DNA-merkers A en B), evenals de indi-
viduele planten van de F2 populatie werden vervolgens
zelfbestoven. Uit de F3 populaties werd geselecteerd op
planten die zowel homozygoot waren voor Dm-resistentiegen
A als voor Dm-resistentiegen B, met behulp van de voor
Dm-resistentiegen A en B specifieke DNA-merkers.

Het kunnen selecteren van een plant met de
kwalitatieve Dm-resistentiegenen A en B met elk een breed
spectrum Dm-resistentie betekent dat beide resistentie-
genen in verschillende koppelingsgroepen gelocaliseerd

zijn.

Selectie van een plant met beide genen C en D:

Een plant, homozygoot VvoOr Dm-resistentiegen C
(zoals aangetoond met merker C), werd gekruist met een
voor Dm-resistentiegen D (merker D) homozygote plant. De
individuele F1 plant met zowel Dm-resistentiegen C als D
(na analyse met de DNA-merkers C en D), evenals de indi-
viduele planten van de F2 populatie werden vervolgens
zelfbestoven. Uit de F3 populaties werd geselecteerd op
planten die zowel homozygoot waren voor Dm-resistentiegen
C als voor Dm-resistentiegen D, met behulp van de voor de
Dm-resistentiegenen C en D specifieke DNA-merkers.

Het kunnen selecteren van een plant met de
kwalitatieve Dm-resistentiegenen C en D met elk een breed
spectrum Dm-resistentie betekent dat beide resistentie-
genen in verschillende koppelingsgroepen gelocaliseerd

zijn.

VOORBEELD 4
Koppelingsanalyse voor de 4 dgenen uit de 4 verschillende

populaties:

De voor Dm-resistentiegenen A en B homozygote
geselecteerde plant werd vervolgens gekruist met de VOOr

Dm-resistentiegenen C en D homozygote geselecteerde

1011819 |
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plant. De voor de Dm-resistentiegenen A, B, C en D hete-
rozygote F1 planten (zoals vastgesteld met de voor die
genen specifieke DNA-merkers) werden zelfbestoven.

De F2 populatie werd getoetst in de B.lactucae
ziektetoets en geanalyseerd met de DNA-merkers voor de 4
breed spectrum Dm-resistentiegenen.

Voor de ziektetoets werden van te toetsen
slaplanten drie tot zes bladponsen met een doorsnede van
18 tot 20 mm genomen met een kurkboor, of werden 50 zaad-
jes uitgelegd op een filtreerpapiertje. De ponsen of
filtreerpapiertjes met slazaad werden in een bak op nat
dik filtreerpapier gelegd en tot het moment van inocule-
ren afgedekt met een glasplaat. De ponsen werden geinocu-
leerd op dezelfde dag of enkele dagen na het ponsen. De
zaadjes werden gekiemd en verder opgekweekt in een kli-
maatcel van 12-16°C met 16 uur licht en 8 uur donker
totdat de kiemlobben gestrekt zijn waarna inoculatie
plaatsvindt.

Het B.lactucae inoculum werd bereid door een
bepaald fysio van B.lactucae, (vers of ingevroren) welke
sporuleert op bladmateriaal, in een kleine afgemeten

hoeveelheid water aan te brengen, te roeren en deze
oplossing te zeven. Daarna werd de concentratie van
levende sporen bepaald door middel van fluorescentiemi-
croscopie en indien nodig aangepast. De optimale spore-
concentratie is 10.000 - 50.000 virulente sporen/ml water

Het inoculum werd op de ponsen of zaailingen
aangebracht met een plantensspuit totdat de ponsen licht
vochtig zijn. Daarna werd de bak weer afgedekt met een
glasplaat en weggezet bij 12-16°C en 16 uur licht 8 uur
donker. Na 10 tot 14 dagen waren de ponsen te beocordelen
op de mate van ontwikkeling en sporulatie en kon een
uitspraak worden gedaan of een geteste plant of slanummer
resistent of vatbaar is voor het geteste B.lactucae
fysio,

De DNA-merker-analyse werd uitgevoerd zoals
beschreven in Voorbeeld 1.

e
T
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Van de gemaakte F2 populatie zijn in figuur 2

(tabel 1) 24 planten weergegeven welke zijn getest in de

B.lactucae ziektetoets en zijn geanalyseerd met de vier
RAPD-merkers. Uit deze test bleken de vier RAPD-merkers

onafhankelijk van elkaar uit te splitsen en derhalve te

positioneren zijn in vier verschillende koppelingsgroe-

pen.

Tabel 1: RAPD-merkers afkomstig uit verschillende koppe-

lingsgroepen (chromosomen) .

F2 plantno. | Ziekte toets | Merker A | Merker B | Merker C | Merker D | planten met
alle merkers (*)
1 R + + - +
2 R - + - -
13 R - - + +
. 14 R + + + + *
5 R + - + +
6 R + + + -
7 R + + - -
8 R + + + + '
9 R + - + +
10 R + + + +
1 R + + - +
12 R + + + -
13 R + + - +
14 R + + - +
15 R + - + -
16 R + + + + *
17 R + - + -
18 R + + + + *
19 R - - - +
20 R + - + +
21 R . - + +
22 R + - + -
23 R + + + + *
24 R + + + + *
R = resistent
Merker A = OPAF06/451bp
Merker B = OPAM10/555bp
Merker C = OPW16/750bp
Merker D = OPWO04/520bp
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Conclusie:

Uit figuur 2 (tabel 1) blijkt dat de vier DNA-
merkers onafhankelijk van elkaar uitsplitsen en dus te
positioneren zijn in de vier afzonderlijke koppelings-

5 groepen. Hierdoor kunnen planten worden geselecteerd die
ten minste 2, bij voorkeur 3, en meest bij voorkeur 4
kwalitatieve resistentiegenen (aangegeven met: * in
bovenstaande tabel 1) met een breed spectrum Dm-resis-
tentie bezitten en dus waardevol zijn om verder te bewer-

10 ken tot een commerciéel slaras.

Alleen toepassing van de DNA-merkers volgens de
uitvinding maakt een dergelijke selectie mogelijk omdat
in de B.lactucae ziektetoets geen onderscheid kan worden
gemaakt tussen de aanwezigheid van é&n of meer kwalita-

15 tieve breed spectrum Dm-resistentiegenen.
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CONCLUSIES

1. Werkwijze voor het identificeren van een
plant met twee of meer resistentiegenen tegen een patho-
geen, omvattende het identificeren van specifieke, aan de
resistentiegenen gekoppelde DNA-merkers, en het met
behulp van deze DNA-merkers vaststellen van de aanwe-
zigheid van twee of meer resistentiegenen in de plant.

2. Werkwijze voor het verkrijgen van een plant
met een duurzame resistentie tegen een pathogeen, omvat-
tende het kruisen van een eerste plant, welke ten minste
een of meer resistentiegenen omvat, met een tweede plant,
welke ten minste een of meer resistentiegenen omvat, en
het uit de nakomelingen selecteren van een plant waarin
ten minste twee of meer resistentiegenen aanwezig zijn
met behulp van de werkwijze volgens conclusie 1.

3. Werkwijze volgens conclusie 1 of 2 met het
kenmerk dat de resistentiegenen kwalitatieve resistentie-
genen zijn.

4. Werkwijze volgens conclusie 1,2 of 3 met het
kenmerk dat de resistentiegenen in verschillende koppe-
lingsgroepen gelegen zijn.

5. Werkwijze voor het identificeren van een
cultuurslaplant (L. sativa) met twee of meer Dm-resisten-
tiegenen tegen Bremia lactucae, omvattende het identifi-
ceren van specifieke, aan de Dm-resistentiegenen gekop-
pelde DNA-merkers, en het met behulp van deze DNA-merkers
vaststellen van de aanwezigheid van twee of meer Dm-
resistentiegenen in de cultuurslaplant.

6. Werkwijze voor het verkrijgen van een cul-
tuurslaplant (L. sativa) met een duurzame resistentie

tegen Bremia lactucae, omvattende het kruisen van een

cultuurslaplant, welke ten minste een of meer Dm-resis-

tentiegenen omvat, met een andere cultuurslaplant, of een
wilde slaplant, welke ten minste een of meer Dm-resisten-
tiegenen omvat, en het uit de nakomelingen daarvan selec-

teren van een cultuurslaplant met twee of meer Dm-resis-
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tentiegenen met behulp van de werkwijze volgens conclusie
4.

7. Werkwijze volgens conclusie 5 of 6 met het
kenmerk dat de Dm-resistentiegenen kwalitatieve Dm-resis-
tentiegenen zijn.

8. Werkwijze volgens conclusie 5, 6 of 7 met
het kenmerk dat de Dm-resistentiegenen breed spectrum Dm-
resistentiegenen zijn.

9. Werkwijze volgens é&n van de conclusies 5-8
met het kenmerk dat de Dm-resistentiegenen in verschil-
lende koppelingsgroepen gelegen zijn.

10. Werkwijze volgens één van de conclusies 6-9
met het kenmerk dat de wilde slaplant bijvoorbeeld L.
serriola, of L. virosa is.

11. Werkwijze volgens één van de conclusies 5-
10 met het kenmerk dat de wilde slaplant bij voorkeur L.
virosa is.

12. Werkwijze volgens één van de conclusies S-
11 met het kenmerk dat de cultuurslaplant wordt gekozen
uit kropsla (L. sativa Lineaus capitata), zoals ijsberg-
sla, bataviasla en botersla; pluksla (L. sativa Lineaus
acephala), zoals krulsla en stengelsla; bindsla (L.
sativa Lineaus romana); snijsla (L. sativa Lineaus seca-

lina) en aspergesla (L. sativa Lineaus anqustana).

13. DNA-merker omvattende een sequentie welke
ten minste 70%, bij voorkeur ten minste 80%, meer bij
voorkeur ten minste 90% en meest bij voorkeur ten minste
95% homoloog is aan de sequentie zoals getoond in figuur
1A,

14. DNA-merker omvattende een sequentie welke
ten minste 70%, bij voorkeur ten minste 80%, meer bij
voorkeur ten minste 90% en meest bij voorkeur ten minste
95% homoloog is aan de sequentie zoals getoond in figuur
1B.

15. Plant omvattende twee of meer resistentie-
genen tegen een pathogeen met het kenmerk dat de plant is
verkregen met behulp van een werkwijze volgens één van de
conclusies 1-4.
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16. Plant volgens conclusie 15 met het kenmerk
dat de resistentiegenen kwalitatieve resistentiegenen
zijn.

17. Plant volgens conclusie 15 of 16 met het
kenmerk dat de resistentiegenen in verschillende koppe-
lingsgroepen gelegen zijn.

V18. zaden van een plant volgens één van de
conclusies 15-17.

19. Nakomelingen van een plant volgens één van
de conclusies 15-17, of nakomelingen daarvan.

20. Cultuurslaplant (L. sativa) omvattende twee
of meer Dm-resistentiegenen met het kenmerk dat de cul-
tuurslaplant is verkregen met behulp van een werkwijze
volgens één van de conclusies 5-12.

21. Cultuurslaplant volgens conclusie 20 met
het kenmerk dat de Dm-resistentiegenen kwalitatieve Dm-
resistentiegenen zijn.

22. Cultuurslaplant volgens conclusie 20 of 21
met het kenmerk dat de Dm-resistentiegenen breed spectrum
Dm-resistentiegenen zijn.

23. Cultuurslaplant volgens één van de conclu-
sie 20, 21 of 22 met het kenmerk dat de Dm-resistentiege-
nen in verschillende koppelingsgroepen gelegen zijn.

24 . Cultuurslaplant volgens é&én van de conclu-
sies 20-23 met het kenmerk dat de cultuurslaplant wordt

gekozen uit kropsla (L. sativa Lineaus capitata), zoals

ijsbergsla, bataviasla en botersla; pluksla (L. sativa

Lineaus acephala), zoals krulsla en stengelsla; bindsla

(L. sativa Lineaus romana); snijsla (L. sativa Lineaus

secalina) en aspergesla (L. sativa Lineaus anqustana) .

55 . zaden van een cultuurslaplant volgens één
van de conclusies 20-24.

26. Nakomelingen van een cultuurslaplant vol-
gens één van de conclusies 20-24, of nakomelingen daar-

van.

* k%
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[\ Sequentie merker A

CCGCAGTCTGAGTTGAGCAATCGATGGATAGTTGAGTCGTTACTTTTTGT
GGCAAGAGTTGCATTGTTCCCGTTCCTGGGAAAAGCGAAGTAACTATCGA
AATTCCGGTTTCAAAGTTTGGAGGTAGGCTCCGTAGGGTAGCATTGATGG
TGACCCTTTTCATCAGAGTATTTGGGCAGTTTGTATGCTGTAAGGTATTT
TCTTTTACCATGGAGTCATTGGTGGAGGATGAGATGGAAGAGATCCATGA
AGGTGCCTTTTGAGGATGGCATGCATTTAGCAGCGGTTTCAGGTAGTAAG
AGGAATATATCAGGGCGGTGGCCCTCATAGTTAGGATTGTGCATCGGTTA
TGAGAGTGAGACCTTGTGTCTTGATGATGATTCCCGTGTTGGGAGGCGGG

TCGATGAATCAAAGACGAGGGGTGTGATAGTGTATTATTTCCAGACTGCG
G

B Sequentie merker B

CAGACCGACCCAACCCTTTCGACTTCCGATTTCTAACGGTTCTTTTTATA
AAACATTCCTAAATTACCATACTAACAAAATAACATTTCCATTTATCTTA
AGCCCCTTAACTTTTGTTTTTTTACTTTAACCTGCCTTTTTTCTTTTTAA
TTTTTATTACAAATTTAGTCTAAACTTATTTTTTTTACAACTTTCTTTTT
ATATAATTTCTAAAATTTAGGCTTTTAAAAAAAATTATTTTGTTACAATT
TTATAAAATTTGATTTTTTACAAATATTCTTTTAATTTTGTTTTATATTT
TCTTTTCTTAGATTTTTCTGATTTTATAAATTATATTTTTTTAATTAGTT
TTCTATATTCTACAAAAATTATTTTTTACATAATTTTTTTTTCAAATTGT
TTTTAAAAAACTAATATTCTTTAGAAAATTATTTTTACAAAGAGTTATAT
ATTTGGTTTTATGCATGTATTTTAAAAAAATTCCCGCATTTAAATAAATA

TTATTCTTTAAAATTTATTTACTATTTTTATATATTCATTTACATGGTCG
GTCTG '

FIG. 1
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