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Rostliny odolné proti mSicim

* Oblast techniky

Vyndlez se tyka rostlin, odolnych proti micim z éeledi Compositae, zvlaité salatu z rodu
Lactuca. Jde o rostliny, odolné proti miicim Nasonovia ribisnigri, které mohou byt vyznamné ze
zemédélského hlediska.

Dosavadni stav techniky |

Msice zpiisobuji znaéné skody na zelening. Zivi se rostlinnou tkani véetné cévniho systému a tim
vyvolavaji sniZent nebo abnormalini rilst. Pfitomnost m&ic mimoto &ini sklizené produkty nepro-
dejnymi. Mimoto vytvafi sladky sekret msic lepivou vrstvu na listech zeleniny. Kromé pfimého
poskozeni mohou méice také §ifit virové choroby rostlin a jsou proto krajné nezadouci.

Nasonovia ribisnigri je Eeled” msic, ktera je v Evropé na porostech polniho salatu nejrozsitengjsi.
Jde o zv1asté Skodlivé organismy vzhledem k tomu, Ze napadaji pfevazné mladé listy rostlin.
MSice jsou pfi tom snadno zachyceny v zavirajicich se hlavkach salatd a tim jsou nesnadno
zasazitelné pesticidy. Zvidsté u téch typh salatd, které vytvafeji pevné hlavky, je tento problém
velmi zdvaZny. Péstitelé se snaZi Casto omezit pofkozeni, zplisobené miicemi opakovanym
postfikem rostoucich rostlin pesticidy, zvlasté v pfipadg, Ze podasi je pFiznivé pro mnozeni méic.
Pouzivani vysokého mnoZstvi pesticidii je viak nezddouci z hlediska Zivotniho prostéedi. Mimoto
neni mozno zarudit, ze pesticidy skutecne zasahnou mdice, naptiklad v pfipadé zavirajicich se
hlavek salatu.

Odolnost rostlin, na nichz se mohou mgice vyskytovat, to znamena odolnost hostitelskych rostlin
je alternativou k pouZiti pesticidd, pfi¢emz tato alternativa by byla velmi vyhodnd z hlediska

~ Zivotniho prostiedi. Z tohoto diivodu byly provadény &etné pokusy, dokud jde o odolnost proti

N. ribisnigri a o dédi¢nost tohoto typu odolnosti. Byla jiz popsana &isteéna odolnost pro fadu
kultivard salatu proti N. ribisnigri podle publikace Dunn J. A.aKempton D. P. H,, 1980, Tests of
Agrichemical and Cultivars, ¢. 1, Ann. appl. Biol. 94, doplngk, str. 58 aZ 59. TémaF aplna

" odolnost k N. ribisnigri byla prokdzana u divoké variety salatu Lactuca, L. virosa L. podle Eenink

A.H. a Dieleman F.L., 1983, Euphytica32, 691 aZ 695. Tato odolnost u L. virosa byla
zpiisobena jedingm dominantnim genem, ktery byl oznaGen Nr.

Vroce 1981 byly vytvofeny v Institute for Horticultural Plant Breeding (IVT, nyni &ist CPRO-
DLO) ve Wageningen rostliny L. sativa, které ve svém genomu obsahovaly fragment chromo-
somu L. virosa s genem Nr pro odolnost proti N. ribisnigri. Tyto rostliny byly vysledkem progra-
mu hybridizace L. virosa a L. sativa, pfitemZ byla k pfemosténi pouZita L. serriola. Takova teled
se uziva v pfipadé, Ze jiné dvé Celedi mohou byt spolu jen omezené zkfizeny, tak, jak tomu je
v pfipadé€ L. virosa a L. sativa.

Vytvofené rostliny viak mély nezadouci fenotyp a agronomické vlastnosti, nevytvarely zadouci
hlavky a jejich kultivace byta obtiZna.

Vzhledem k uvedenym nezéddoucim vlastnostem byly tyto rostliny uzity pro Gely k¥iZeni jako
rodi€ovské rostliny pro hybridizaci k ziskani dalsich rostlin pomoci genetické rekombinace a
selekce tak, aby mohlo byt dosazeno kombinace odolnosti proti N. ribisnigri s dobrymi agro-

nomickymi vlastnostmi.

L. sativa je jednoletd rostlina, aviak v pfipadé péstovani za umélého svétla pfi vyssi teploté je
mozno v priib&hu jednoho roku vyprodukovat 2 az 5 generaci. Zpétné kfiZeni je obecn& znamy a
vhodny postup pro kfiZeni gend z “dérce” do genetického zakladu za ziskani cenného agro-
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nomického materidlu. Obecné je mozno zajistit ulozeni dominantniho genu do agronomicky
piijatelného fenotypu v priibéhu 3 az 5 zpétnych ktiZeni, nasledovanych 2 a# 3—nasobnym samo-
opylenim. K ziskani ni agronomicky piijatelnych rostlin s pozadovanym genem v jejich genomu
je tedy zapotfebi 5 aZ 8 generaci v prab&hu 3 az S let. PfestoZe rostliny, obsahujici gen Nr byly
piipraveny jiz vroce 1981 smoZnosti dodavky pro osev, Gspéiny prenos tohoto genu do
agronomicky pfijatelnych rostlin salatu nebyl az dosud s iispéchem uskuteénén.

Vynalez si klade za Gkol vytvofit rostliny z ¢eledi Compositae, zvIasté nové rostliny salatu, které
by spojovaly odolnost proti micim z Celedi Nasonovia ribisnigri s agronomicky vhodnymi
vlastnostmi. '

Vynilez je zaloZen na zji$téni, které bylo prokazovano v prib&hu selek&niho postupu, Ze totiZ pii
pfenosu genu pro odolnost rostlin salatu chromosomovym fragmentem L. virosa dochazi vlivem

- tohoto chromosomu ke zhorSeni agronomickych vlastnosti salitovych rostlin. Jde o vedlejsi

u¢inek chromosomového fragmentu, v némZ je gen Nr uloZen, na genom L. sativa. Ve srovnani
s péstovanymi salatovymi rostlinami, které nenesou gen pro tuto odolnost jsou homozygotni
rostliny s genem Nr mendiho vzristu, maji svétlezelenou barvu a ve starfich listech dochazi
k urychlenému rozkladu chlorofylu u generativnich rostlin, V disledku toho majt generativni
rostliny starsi listy bélavé nebo zcela bilé a/nebo maji snizenou vysku rostlin. Tento agronomicky
nezadouci fenotyp bude dale v pribehu pfihlasky oznagovén jako fenotyp CRA (Compact growth
and Rapid Ageing). Na obr. 1 je zndzornén pfiklad rozdilu mezi normalnimi rostlinami. salatu a
rostlinami fenotypu CRA. Ve vegetativnim stadiu jsou pfiznaky zv1asté zjevné v piipadg, Ze

Twwr

rostliny rostou za méné vyhodnych podminek, napfiklad pti nizsi teploté.

Podstata vynéalezu

Podstatu vyndlezu tvoii rostliny, odolné proti micim, obsahujici ve svém genomu gen Nr pro
odolnost, pficemz geneticka informace pro vznik fenotypu CRA v rostlinach chybi alespofi do
takového rozsahu, Ze nedochazi k expresi tohoto fenotypu.

Vynalez je zaloZen na poznatku, 7e fenotyp CRA neni diisledkem p¥itomnosti genu Nr, nybrz
genetickou informaci z blizkosti tohoto genu. Z tohoto diivodu bylo pozorovéno, Ze existuje
souvislost mezi odolnosti rostlin a fenotypem CRA. Pii pferuseni spojeni mezi genem Nr a
nékterymi slozkami v jeho blizkosti je viak moZno vypéstovat odolné a agronomicky ptijatelné
rostliny. Z literatury bylo zjidténo, Ze v priibéhu kiiZeni bylo pozorovano, e také jiny material
z L. virosa byva ¢asto pfi¢inou vzniku fenotypi CRA, napiiklad podle publikace Maxon Smith a

Langton, The Grower, 21. 9. 1989, str. 54 aZ 55, kde se popisuje souvislost mezi kompaktnim -

ristem a odolnosti proti ‘Bremia lactucea, pienesené do péstovaného salatu z L. virosa. CRA
fenotyp je recesivni vlastnost, k expresi tohoto fenotypu dochézi pouze u homozygotné odolnych
rostlin. Na zakladé tohoto poznatku je vSak moZno uvedeny problém vyfesit.

Na zakladé svrchu uvedenych skutetnosti je zasadné moZno vybirat rostliny, u nichz byla
z blizkosti genu Nr odstranéna genetickd informace pro fenotyp CRA nebo byla pozménéna
natolik, Ze jiZ nedochézi k souasné expresi odolnosti a fenotypu CRA. Jako piiklad se v priib&hu
pfihlasky uvadi gen Nr pro odolnost, aviak zisadné je moZno vyndlez aplikovat i na jiné
vlastnosti, spojené s fenotypem CRA pfi pouziti materidlu z L. virosa.

Odstranéni nebo zména genetick¢ informace, v jejimz disledku dochazi ke vzniku fenotypu CRA
Je moZno uskutecnit rekombinaci v blizkosti genu. V soudasné dob& neni zcela prokazano, zda
informace pro fenotyp CRA leZi na pravé nebo levé strané genomu nebo zda je uloZena po obou
Jeho stranich. V pfipadé, Ze je genetick4 informace pro fenotyp CRA uloZena na obou stranach
genu pro odolnost, odstrani se nebo se zméni s vyhodou obé& &4sti této genetické informace. Podle
vynilezu se tedy s vyhodou vybiraji rostliny, u nichz doslo nejméné ke dvéma rekombinadnim
Jjevam. K této rekombinaci nemusi samoziejmé dojit v prib&hu jedné generace, i rekombinagni

e ean e - fe e




20

25

30

35

40

45

50

Uz 299715 Bo

postupy, probihajici v po sobé nasledujicich generacich, mohou ve svém diisledku vést k odstra-
néni nebo ke zméné genetické informace na obou stranich genu pro odolnost. V piipadé, ze
informace pro fenotyp CRA je uloZena pouze na jedné strané genu, stadi samoziejmé uskuteénit
jedinou rekombinaci.

Pod pojmem ,rekombinacni jev* se rozumi meioticky crossing-over.

Rostliny bez fenotypu CRA je moino ziskat béZnou hybridizaci. Je viak zapotfebi pouzit
spravnych kriterii pro selekci. Podle vynalezu byla nyni spravna kriteria pro selekci definovana,
Jde zejména o Uplnou nebo &astednou neptitomnost nebo netdinnost &asti genetické informace
z blizkosti genu pro odolnost. Podle vynalezu je nepodstatné, do jakého rozsahu byla geneticka
informace v blizkosti genu pro odolnost odstranéna nebo jakym zpisobem byl gen nebo byly
geny pro CRA deaktivovany, pokud je fenotyp CRA nepfitomen rostliné i jejim potomstvu.

Aby bylo mozno vyhledat rostliny, u nichz do$lo k rekombinaci mezi genem Nr a geny, které
vyvolavaji fenotyp CRA se systematicky sleduji oddélené populace nebo potomstvo téchto
populaci k ziskani rostlin, obsahujicich rekombinantni fenotyp, to znamena homozygotni odol-
nost proti N. ribisnigri v kombinaci s nepfitomnosti fenotypu CRA. Pfesto ze je moZno ziskat
vhodné rekombinantni rostliny timto zpisobem, jak je také zfejmé z pFikladd, existuje presto fada
pfi€in, v jejichz disledku mizZe dojit ke komplikacim pfi nachdzeni agronomicky cennych
rekombinantnich rostlin.

Pfi selekci na spojeni odolnosti s dobrymi agronomickymi vlastnostmi bylo prokazéno, Ze rostli-
ny, které spojuji odolnost proti N. ribisnigri s agronomicky cennym fenotypem téméf vzdy nejsou
vysledkem rekombinace v chromosomu, ale jsou heterozygotni z diivodu preneseni chromo-
somového fragmentu L. virosa. Bylo prokazano, Ze fenotyp CRA se d&li recesivng. Vzhledem
k tomu, Ze gen Nr je dominantni u rostlin s jedinou kopii chromosomového fragmentu L. virosa,
budou tyto rostliny spojovat odolnost s normdlnim fenotypem, odlisnym od CRA. Potomstvo
takovych rostlin se viak bude délit a budou se v ném objevovat rostliny s fenotypem CRA, takze
komer¢ni vyuziti nebude mozné vzhledem k tomu, Ze vyuZitelné variety salitu musi byt isté
linie, odpovidajici prisnym poZadavkim na genetickou homogenitu, jinak nemohou byt pouzity.
Byto déle zjisténo, Ze exprese odolnosti je biologickd vlastnost, ktera zavisi na riiznych pokus-
nych podminkach a i na okolnich podminkéch, takze pfi zkousce na odolnost je uréity podil
rostlin klasifikovan nespravné, takze rostliny s obsahem genu Nr jsou povaZovany za neodolné a
rostliny bez tohoto genu jsou naopak povazovany za odolné. Toté% plati o hodnoceni fenotypu
CRA u jednotlivych rostlin v polnich podminkéch nebo ve skieniku. V zavislosti na pokusnych a
okolnich podminkach bude urdity podil rostlin, obsahujicich chromosomovy fragment L. virosa
hodnocen jako normalni rostlina, zatimeo fada rostlm v nichZ je chromosomovy fragment pfito-

men za heterozygotnich podminek nebo zcela chybi, mizé mit viastnosti, v jejichz disledku’

budou rostliny zatazeny do fenotypu CRA.

Pies svrchu popsané potiZze, k nimz miZe dojit je zfejmé, Ze selekce pozadovanych rostlin
s genetickou informaci bez fenotypu CRA je bdinym zpisobem moZna. Tento zpiisob selekce
viak vyZaduje pomémé velkou populaci nebo velky po&et hybridizaci.

Zuvedenych divodd mize byt GEinn&ji vyuzit pro selekci vhodnych rostlin molekuldrni
biologii. Vyjime&n& vhodnym zpisobem je zplsob AFLP, popsany v publikaci Vos P. a dalsi,
Nucleic Acids Research, 1995, sv. 23, &. 21, 4407 az 4414. Tento postup je zalozen na zjisténi
polohy markerit DNA, kieré jsou genericky spojeny s genem Nr, take je moZno pomémé
jednoduchym zplisobem prokazat, zda doslo k rekombinaci v blizkosti genu Nr v potomstvu pFi
hybridizaCnim pokusu. V pfipadé, Ze vézany marker chybi, doglo ke crossin—over mezi genem Nr
a timto markerem. Volbou markerd v riizné vzdalenosti od genu je rovn&z mo#no stanovit, jak
velky usek sekvence byl z blizkosti genu odstranén. Potomstvo, v némz jeden nebo vétsi podet
markert chyb1 tedy ma odstranénou alespoii &4st nezadouci sekvence z blizkosti genu, tak¥e tyto
rostliny maji vét§i neZ primérnou nadgji, ze obsahuji chromosom s genem Nr bez genetické
mformace v jejimZ disledku dochazi ke vzniku fenotypu CRA. Uginnost selekce rostlin s kom-
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binaci homozygosity pro gen Nr a nepfitomnosti fenotypu CRA je tedy moZno pfi pouZiti mole-
kularnich markeri vyznamné zvysit.

Mapovani generickych markerii v blizkosti genu je postup, ktery miZe snadno provést b&zny
odbornik a ktery byl popsan napiiklad v publikacich Lefebvre V. a Chevre A. M., Tools for
marking plant disease and pest resistance genes: a review, Agronomie 15, 1995, (1): 3 az 19,
Michelmore R. W. Molecular aprroaches to manipulation of diesease resistance genes, Annjual
Review of Phytopathology 33, 1995, 393 az 427, Michelmore R. W., Kesseli R. V. a Ryder E. J.,
Genetic mapping in lettuce, v R. L. Phillips a 1. K. Vasil, eds., DNA-based markers in plants,
Kluwer Acad. Publishers, Dordrecht, 1994, str. 223 az 239, Winter P. a Kahl G., Molecular
marker technologies for plant improvement, World Journal of Microbiology and Biotechnology,
1995, (4), 438 az 448. Obecné informace o technologii AFLP je mozno nalézt ve svichu uvedené
publikaci Vos P. a dalsi. V pnkladu 2 bude dale vysvétleno pouZiti technologie AFLP pro selekci
rostlin podle vynalezu,

Vynalez je v prib&hu pfihlééky osvétlen na péstovanych rostlindch salatu Lactuca sativa.

KaZdému odbornikovi je viak zfejmé, ze principy vynalezu jsou zcela obecné a aplikovatelné
nejen na daldi Celedi rodu Lactuca, nybrz obecnéji na rostliny Composrtae. Udaje, tykajici se
L. sativa, by tedy nemély byt chapany jako omezeni rozsahu vynalezu.

Podle vynilezu se s vyhodou uZiva genu pro odolnost z L. virosa. Rostliny podle vynilezu jsou
samoziejmé zcela fertilni a dokud jde o gen pro odolnost homozygotni. Vzhledem k nepFitom-

nosti genetické informace pro fenotyp CRA nemaji snizeny riist ani méné syté zelené zbarveni

listli ani u nich nedochézi k predéasnému rozpadu chlorofylu u rostlin v generativni fazi.

Pod pojmem ,,péstovany salat* nebo ,,p&stované rostliny salatu“ se rozumi salat, ktery je vhodny
pro spotfebu a miize splnit pozadavky na komer&ni vyuZiti. Mimoto by mély obsahovat salatové
rosthiny material, vhodny pro dal3i propagaci téchto rostlin. P¥ikladem materidlu, vhodného pro
dali propagaci rostlin salatu jsou organové tkang, naptiklad listy, stonky, kofeny, vyhonky a
podobné, protoplasty somatické embrya, prasniky, blizny, burky v kultufe a podobné. Derivity,
vhodné pro daldi propagaci rostlin jsou napfiklad semena. Rostliny podle vynalezu je moZno
péstovat nebo mnozit béznym zpiisobem, aviak také pomoci tkafiovych kultur z nékterych ¢asti
téchto rostlin,

Rostliny podle vynalezu, které jsou charakterizovany neptitomnosti fenotypu CRA v piitomnosti
genu Nr pfi homozygotnim stavu je mozno pouZit k pfenosu odolnosti proti N. ribisnigri na dalsi
agronomicky cenné¢ typy saltu. Toho je mozno dosdhnout napfiklad pomoci standardniho zpét-
ného kfizeni pro dominantni gen, nap¥iklad podle publikace Briggs F. N.-a Knowles P. F., 1967,
v Principles of plant breeding, str. 162 az 167 s naslednym samoopylenim rostlin po nejméng dvé
generace s naslednou selekei linii, které jsou homozygotni pro gen pro odolnost.

V urditém stupni selekce je mozno uZit zkfizeného opyleni. Zkiizené opyleni u rostlin schopnych
samoopyleni viak vyZzaduje zdbranu samoopyleni u rostliny, uZité jako samiéi rostlina. Toho je
mozno dosahnout ruénim odstranénim samgich &asti reproduktivnich organfi. Je také mozno
pouZit jin¢ho fyziklniho odstranéni, chemického odstranéni a/nebo pouziti vody. Viechny tyto
postupy pro odstranéni nebo vyvolani disfunkce saméich éasti reproduktivnich organii jsou zna-
mé¢. Potomstvo této hybridizace je moZno ziskat odebranim semen z hybridizované sami&i rostli-
ny, s naslednym vysevem semen F1 nebo semen po zpétném kiiZeni k ziskani novych rostlin.
Rostliny F1 mohou byt schopné samoopyleni za vzniku generace F2 nebo mohou byt zp&tnd
zktizeny s rodi¢ovskou rostlinou. Tyto zp&tné zkfiZzené rostliny mohou byt znovu zpétn& zk¥izeny
s rodi¢ovskou rostlinou ke zlepSeni agronomické hodnoty rostlin v ndsledujici generaci nebo
muZe dojit k samoopyleni k ziskani rostlin, homozygotnich pro gen Nr.

Podle prvniho specifického provedeni vynalezu je moZno ziskat rostliny L. sativa L. linie RZ
96.85123, ziskani téchto rostlin bude dale podrobn&ji vysvétleno v p¥ikladu 2. Rostliny této linie
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jsou homozygotni vzhledem ke genu Nr a neobsahuji genetickou informaci, kterd vede ke vzniku
fenotypu CRA. Rostliny nejsou malé a/nebo zazloutlé jako rostliny CRA. V pfipadé, Ze rostliny
nejsou ani malé ani zaZloutlé, je zfejmé, Ze chybi dostatetna Cast generické informace pro
fenotyp CRA nebo byla tato genetickd informace dostateéné deaktivovana. Semena rostlin linie
RZ 96.85123 byla ulozena do sbirky NCIMB pod &islem 40804 dne 16. kvétna 1996 pod pod-

. minkou, Ze vzorky uloZenych semen mohou byt do udéleni patentu vydavany pouze odbornikiim.

Podle dalsiho specifického provedeni vyndlezu se uvad&ji vysledky bézné hybridizace a specific-
ké selekce podle ptikiadu 1, jejichZ vysledkem byly rostliny linte RZ 96.75906. Tyto rostliny
jsou rovnéz homozygotni pro gen Nr a chybi jim geneticka informace pro fenotyp CRA. Semena
rostlin linie RZ 96.75906 byla rovnéz ulozena do sticky NCIMB pod ¢islem 40803 16. kvétna
1996.

Soucast podstaty vynalezu tvofi potom zpusob ziskavani rostlin podle vyndlezu, ktery spodiva
v tom, Ze se vybere rodiCovska rostlina, ktera je heterozygotni pro odolnost typu genu Nr, vytvofi
se potomstvo ve formé segregatni populace a potomstvo této populace a u tohoto potomstva se
prokaze pritomnost odolnosti a pfitomnost fenotypu CRA. Segregaéni populaci je mozno vytvofit
riznym zplisobem, naptiklad samoopylenim heterozygotni rodiéovské rostliny, kiizenim hetero-
zygotni rodi¢ovske rostliny s odolnou rostlinou a pouZiti dvojitého haploidniho postupu u hetero-
zygotni rodicovskeé rostliny. V tomto piipadé se nové rostliny péstuji z dvojitych gamet rostliny.
Gamety mohou pochézet ze saméich reproduktivnich organii (androgenese) nebo ze samicich
reproduktivnich organl (gynogenese). Kultura zdvojenych aploidi obvykle vyZaduje stupef,
provedeni in vitro. Vyhoda tohoto postupu pfi vyhledavani rekombinant spociva v tom, Ze
gamety, znichZ rostlina pochazi, jsou vysledkem meiotické rekombinace v heterozygotni
rodiCovské rostling, kdezto vysledné zdvojené haploidy jsou zcela homozygotni, takZe nemiZe
dojit k maskovani uinkd heterozygotnich jedined,

U rostlin, ziskanych postupem s pouzitim zdvojenych haploidii miZe byt vysledny rekombinant
okamzité rozpoznan. Jde o rostlinu s odolnosti a bez CRA. V liniich, ziskanych samovolnym
opylenim rostlin ze segrega¢nich populaénich linii je moZno rekombinantni rostliny rozeznat tak,
Ze celd linie je odolna, avSak v linii se stile vyskytuji rostliny s CRA, nebo ma linie normalni
fenotyp, aviak objevuji se v ni odolné rostliny nebo je linie odolnd a vechny rostliny maji
normalni fenotyp.

Uginnost tohoto postupu je moZno podstatn zvygit tak, ze pred ziskanim potemstva od v podsta-
t€ kaZde rostliny se provadi pfedbé&zna zkouska na rostlindch, na nichz se jevi vysledky poZado-
vané rekombinance. Takova pfedbéind zkouska miZe byt provedena pii pouZiti metod moleku-
larni biologie, napfiklad pomoci AFLP. Selekce timto postupem je zaloZena na detekci
rekombinace v blizkosti ulozeni genu Nr v genomu rostliny ve sledované populaci.

Vynalez bude dale osvétlen souvislosti s pfiklady provedeni, které jsou urdeny pro popis
jednotlivych praktickych provedeni vynalezu, nemaji viak slouZit k omezeni rozsahu vynalezu.

Ptiklady provedeni vvnalezu

Nejprve budou obecnéji popsény jednotlivé postupy a pak budou v jednotlivych piikladech
uvedeny specifické podrobnosti jednotlivych pokusii.

Materialy a metody

t. Zkouska na odolnost

Odolnost proti N. ribisnigri je mozno prokazat tak, Ze se populace rostlin péstuje a kazda rostlina
se naockuje urditym poctem msic N. ribisnigri, napfiklad 15. Odolnost je prokdzéana v piipadg, Ze
po ur€ité dobé, napiiklad 7 dnii je pofet mdic na rostliné O nebo méné neZ podatedni podet,
zatimco u rostlin bez odolnosti dojde po této dobé ke zvyeni podtu msic.
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Rostliny bez odolnosti jsou péstovany soutasné jako rostliny kontrolni. U téchto kontrolnich
rostlin musi dojit prokazatelné k mnoZzeni msic, aby bylo mozno test zaradit do pokusu. Zkouska
se s vyhodou provadi pfi teploté 18 az 24 °C pfi minimdlni délce dne 14 hodin. Pro naockovani
N. ribisnigri se s vyhodou uZiji malé rostliny ve vegetativni fazi s pfiblizng | aZ 3 pravymi listy,
i kdyZ je moZno pouZit i starsi rostliny. Pokusy na odolnost proti msicim N. ribisnigri je mozno
provadét jak za polnich podminek, tak také ve skleniku.

Misice, pouzité pro uvedenou zkousku, byly msice Cerveného biotipu, oznaované WN1, tento
biotyp je moZno ziskat z Department of Entomology of the Agricultival Universiry of
Wageningen. Pied pokusem se m8ice péstuji na rostlinach salatu. Je samoziejmé moZno pouzit

. také zelené zbarvené msice. Pii zkoudce na odolnost byla semena vysévana do kompostovych

blokt a mSice byly preneseny na mladé rostlinky salaru 2 tydny po vyseti.

2. Hybridizace

Pro prvni hybridizaci se uZije jedna z rodi¢ovskych rostlin, kterd je homozygotni, pokud jde o
odolnost proti N. ribisnigri a ktera ma agronomicky nezadouci vlastnosti, jako snizeny rist, méné
intenzivni zelenou barvu a/nebo &asny rozpad chlorofylu v generativai fazi. Jako druhd rostlina se
uzije rostlina, ktera neni odolna proti N—ribisnigri a nema agronomicky nezadouci vlastnosti.

Rostliny F1, ziskané hybridizaci je mozno zpétné kfizit s plivodni rodi€ovskou rostlinou bez
odolnosti proti N. ribisnigri nebo jinou rostlinou bez této odolnosti je mozno ji péstovat v genera-
ci F2, ziskané samoopylenim. Takto ziskané rostliny BC1 po zpétném kiiZeni nebo F2 je také
mozno péstovat v dalsi generaci samoopylenim nebo je moZno je znovu uzit jako rodiéovské
rosthiny pro hybridizact. Zji§téni rostlin, u nichz doslo k rekombinaci v blizkosti uloZeni genu Nr
pro odolnost pii pouziti AFLP nebo jiného postupu s pouzitim molekulového znadeni je mozno
ispésné uskuteénit v populaci, kterd se déli na rostliny, obsahujici nebo neobsahujici-gen Nr.
Muize jit o populaci, ziskanou samoopylenim heterozygotni rostliny, jak bude dale uvedeno v pii-

kladu 2, nebo o populaci, ziskanou zpétnym kfiZenim heterozygotni rostliny, s vyhodou rostliny

z odolné rodicovskeé linie. Selekce pro rekombinaci mezi odolnosti proti N. ribisnigri a feno-
typem CRA je moZno G¢inné uskute€nit na populaci inbrednich linii rostlin z populace, ktera se
déli na rostliny, obsahujici a neobsahujici gen Nr.

Pod pojmem linie se rozumi skupina semen nebo rostlin, ziskana samoopylenim jediné rostliny.

Utinnost selekce pti pouziti molekulového znadeni je mozno zvySit pii pouziti predbézné
selekce. Pak se dale sleduji na odolnost a na pfitomnost fenotypu CRA pouze rostliny, u nichz

- bylo pomoci znaleni pokazano, ze dodlo k rekembinaci v blizkosti mista uloZeni genu Nr.

Rozrudeni spojeni odolnosti a fenotypu CRA je mozno prokazat u populace linii (po piipadné
predbézné selekci pomoci molekulového znadeni) tak, Ze se urdity polet rostlin v jedné linii,
napfiklad 25 rostlin sleduje na odolnost proti N. ribisnigri a tytéZ nebo jiné rostliny, napfiklad
opét v poctu 25 rostlin se sleduji na pritomnost fenotypu CRA. Na bazi téchto dvou zkousek je
mozno kazdou linii klasifikovat podle nasledujicich kriterii:

Odolnost:

a) homogenni odolnost,
b) déleni na odolné a neodolné rostliny,
¢) homogenné neodolné rostliny.

Fenotyp CRA:

a) uniformni fenotyp CRA,
b) déleni na rostliny s fenotypem CRA a na rostliny s normalnim fenotypem,
¢) homogenni normélni fenotyp.
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Rekombinantni rostliny, které jsou homozygotni pro gen Nr bez fenotypu CRA je moZno nalézt:

1} v liniich, které jsou homogenn& odolné proti N. ribisnigri a ne vSechny rostliny maji fenotyp
CRA a

2) v liniich, které uniformné maji normalni fenotyp a ne viechny rostliny jsou bez odolnosti proti
N. ribisnigri.

V prvnim piipadé byly pro produkci semen zvoleny rostliny bez fenotypu CRA. Potomstvo,
ziskané samoopylenim t&chto rostlin bylo znovu podrobeno zkouskam na odolnost a na pfitom-
nost fenotypu CRA a linie, které byly homogenn odolné a sou¢asné mély normalni fenotyp, byly

uchovany.

Ve druhém ptipadé, byly pro produkei semen zvoleny odolné rostliny. Potomstvo po samo-
opyleni téchto rostlin bylo opét podrobeno zkouskam na odolnost a na pfitomnost fenotypu CRA
a linie, které byly homogenné odolné a mély normdlni fenotyp, byly uchovany.

3. Selekce pomoci AFLP

Z kazdé rostliny se pro provedeni zkousek odebere mald ¢ast listu, napfiklad 50 mg a extrahuje se
DNA. Aby bylo mozno provést zkousku na vazbu mezi znatenim AFLP a genem Nr, musi byt
kaZd4 rostlina rovnéz podrobena zkouskam na odolnost proti N. ribisnigri. Detekci AFLP nebo
jiného molekulového znadeni, vazaného na gen Nr je moZno uskutecnit srovnanim pfitomnosti
znadeni v jednotlivych odolnych nebo neodolnych rostlindch nebo tak, Ze se smisi DNA ze sku-
pin neodolnych nebo odolnych rostlin a sleduje se ptitomnost znadeni v téchto smésich DNA. Na
bazi piitomnosti znadeni v jednotlivych rostlinach délici se populace je moZno zanést znadeni,
spojené s genem Nr do piislu§né mapy a urlit tak genetickou vzdalenost mezi dvojim znaCenim a
mezi znadenim a genem Nr. Zplisoby detekce stupné genetického spojeni vzijemné mezi znale-
nim a mezi znadenim a genem pro uréitou vlastnost nalezi mezi b&zné postupy, uvedené v piiruc-
kach. Obvykle je k dispozici potitatovy software pro provadéni téchto studii, jde napfiklad
o program Joinmap (CPRO-DLO, Wageningen).

P¥i pouZiti znadeni, vazaného v blizkosti mista uloZeni genu Nr je moZno zjistit rostliny, u nichZ
doslo k jedné nebo vétdimu podtu rekombinaci blizkosti mista uloZeni genu Nr. Rostliny s touto
rekombinaci jsou charakterizovany tim, 7e &ast znaleni, spojena s genem Nr byla nahrazena
znacenim z rostliny bez odolnosti, aviak s normalnim fenotypem bez ptitomnosti CRA.

- Vyvoj znadeni a prikazu znadeni pro tyto postupy byl uskuteénén v Keygene NV, Agro Business

Park 90, Post Box 216, 6700 AE, Wageningen. Byl pouzit pauze postup AFLP, vyvinuty a
patentovany Keygene. Podrobnosti jsou uvedeny v publikaci P. Vos a dalsi, AFLP: A new
technique for DNA fingerprinting, Nucleic Acids Research, 1995, 23, (21), 4407 a7 4414,

Technika AFLP je nyni dodavana z riznych zdrojit a miZe ji provést kazdy odbornik, Pro b&zné
odborniky je tedy nyni detekce znaceni, spojeného s genem, béZnou zélezitosti, pokud jsou
k dispozici vhodné populace rostlin, Je zfejmé, Ze pii volbé vhodnych restrikénich enzymi a
primeri je moZno vytvofit velké mnoZstvi odlisného znaeni AFLP a toto znadeni spojit
suréitym genem za ziskani fady blizce spojenych znadeni k priikazu meiotické kombinace
v blizkosti uréeného mista, rozhodujici je pouze podet pouZitych znaleni a jejich distribuce
v chromosomovém fragmentu, v némz ma byt rekombinace prokazana.

Piiklad 1

BéZna hybridizace

Rostliny L. sativa L. podle vynalezu byly ziskany podle nasledujiciho schematu:
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Linie 793202 x BC2 (Calona x donor)
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; .
"2 x-BC2 (8aladin RZ ¥ ‘Ri8 denor)
+ | ‘
F1 x Saladin RZ
a ,
Saladin RZ x F1°

pra

73 x Saladin QL_.C{ RZ
Sy K |
F
G

P2
+
F3
-k
F&
v

F5, mimo jing Liqie‘96{759Q§;

Rostlina z linie IVT 793202, jedna zlinii s genem Nr, vyvinuty vroce 1981 zlInstitute for

- Horticultura! Plant Breeding (IVT), Wageningen, byla zkfiZena s rostlinou nasi vlastni selek&ni

linie salétu s plnou odolnosti proti plisni, vyvolané Bremia lactucae (BC2 (Calana x R18 donor}).
Semena F1 tohoto kiiZzence byla vyseta a dale p&stovana do stadia F2. Rostliny F2 byly podrobe-
ny zkouskdm na odolnost proti N. ribisnigri a na morfologii a vybrana odolna rostlina F2 byla
zkfizena s rostlinou typu Saladin s plnou odolnosti proti B. Lactucae, BC2 (,,Saladin RZ* x R18
donor). Rostliny F1 ztohoto kiiZeni byly sledovany na odolnost proti N. ribisnigri a zpétné
zkiizeny s rostlinou ,Saladin RZ“. Rostliny F1 z tohoto kiiZeni byly sledovany na odolnost proti
N. ribisnigri a znovu kiiZeny s rostlinou typu ,Saladin RZ“. Semena F1 ztohoto kfiZeni byla
vyseta a péstovana k ziskani rostlin F2, které byly sledovany na odolnost proti N. ribisnigri a pro
morfologii a odolna rostlina F2 s kiehkou hlavkou byla p&stovana v linii F3. Linie F3 byly znovu
zkoudeny na odolnost a-na fenotyp a rostlina F3, vybrana pro kiehkou hlavku byla zkfiZena
s rostlinou typu ,.Saladin Quick RZ*, Generace Fl z tohoto kiizeni byla sledovana na odolnost
proti N. ribisnigri a péstovana k ziskdni rostlin F2. Rostliny z generaci F2, F3 a F4, pochazejici
z jedné rostliny F1 z této hybridizace byly podrobeny zkouskam na odolnost proti N. ribisnigri a
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na fenotyp. Vybrané rostliny F2 a F3, spojujici odolnost s pozadovanym fenotypem, odlisnym od
CRA byly vidy heterozygotni, pokud jde o gen Nr. Avak v generaci F4 tohoto kfiZeni byla
nakonec nalezena linie, ktera méla normélni fenotyp s kiehkou hldvkou bez pfiznakd CRA a

. mimoto se stale je§td délila na rostliny neodolné a odolné proti N. ribisnigti. V dal3ich generacich

nékolika rosttin F4 (mimo jiné 3lo o linii RZ 96.75906) jiz nedochazelo k déleni na rostliny
neodolné a odolné proti N. ribisnigri a rostliny byly homozygotni, pokud jde o gen Nr a soucasné
neobsahovaly CRA a mély agronomicky cenny fenotyp.

Je nutno uvést, 7e tento priklad popisuje historii, vznik a vyvoj rostlin podle vynalezu. Nepopisu-
je viechny generace, ziskané témito hybridizacemi, ale pouze ty generace, které jsou pfimym

_potomstvem uvedenych rostlin. Byly sledovany jeit& dalii hybridizacni vétve podle uvedeneho

schematu selekce, aviak prozatim bez poZadovaného vysledku, to znamend bez ziskani homo-
zygotnich rostlin bez pfiznakii CRA, odolnych proti N. ribisnigri.

Piiklad 2

Detekee rekombinantnich rostlin piedchozi selekci pomoci znaceni AFLP

Rostliny L. sativa L. podle vynalezu byly ziskény z jediného kfiZence mezi linii, odolnou proti
N. ribisnigri, IVT 793202 z Institute for Horticultural Pland Breeding a rostlinou salatu s kiehkou
hlavkou, variety ,,Ultra RZ*. Z rostliny F1 tohoto k¥izeni byla odebrana semena, semena F2 byla
vyseta a z fady rostlin byla ziskana semena F3.

Z tohoto kfizeni bylo podrobeno zkouskam na odolnost 140 rostlin linie F3, délici se podle odol-
nosti a pochazejici zjediné rostliny F2, heterozygotni, pokud jde o gen Nr. Ze zkoumanych
rostlin bylo 95 rostlin odolnych, 32 neodolnych a u tfi rostlin.nebylo mozno odolnost jasné
vyhodnotit. Z rostlin F3 s jednoznatnou odolnosti byl odebrén material z listd pro analyzu DNA.
Vychozim bodem pro detekci znadeni AFLP, spojeného s genem Nr byla v prvni fadé skupina
DNA z péti odolnych linii salatu véetn& odolné donorové linie IVT 793202, DNA ze i neodol-
nych linii, véetng Ultra RZ, dv& sm&i DNA zneodolnych variet a 44 jednotlivych rostlin ze
svrchu uvedené linie F3, ziskané hybridizaci mezi [VT 793202 a Ultra RZ. Pfi téchto piedbéz-
nych zkouskach byl identifikovan jeden ko—dominantni znalici prvek AFLP, ktery byl piné
spojen s genem pro odolnost ve skuping 44 rostlin. Pomoci tohoto prvku je mozno od sebe odlisit
homozygotné a heterozygotné odolné rostliny.

Pomoci svrchu uvedeného ko-dominantniho prvku bylo zkouseno celkem 121 rostlin F3 z hybri-
dizace mezi IVT 793202 a Ultra RZ. Bylo tedy moZno rozdélit uvedené rostliny F3 na 35 homo-
zygotng odolnych, 60 heterozygotié odolnych a 26 neodolnych. DNA homozygotné odolnych
rostlin a homozygotné neodolnych rostlin byla oddélen¢ smisena. Z této ,,odolné™ a heodolné*
smési bylo provedeno 96 analyz sekvence. Bylo ziskino 4300 pasi AFLP, znichZ 110 bylo
spojeno s genem Nr a 25 bylo spojeno s allelou v tomto misté. 19 znagicich prvkit AFLP bylo
pouzito pro rekombinaci v blizkosti mista uloZeni genu Nr. Z t&chto 19 prvki bylo 14 spojeno
s genem Nr, vyvolavajicim odolnost a 5 bylo spojeno s allelou neodolnych rostlin. '

Na bézi této zkousky s ko—dominantnim zna&icim prvkem AFLP byly identifikovany dvé rostliny

- F3, které byly heterozygotni, pokud jde o gen Nr. Ze semen F4 téchto rostlin bylo vyseto v linii

F4 800 rostlin. Byl odebran material z listl téchto rostlin a byla izolovana DNA. V DNA celkem
1575 rostlin F1 byla sledovana rekombinace v pfipade 19 zvolenych znacicich prvki AFLP. Pii
prvnim stanoveni byla nalezena rekombinace u 206 rostlin. Téchto 206 rostlin bylo znovu
podrobeno zkougce na pFitomnost 19 znagicich prvkdt AFLP. Rekombinace pak byla potvrzena
v blizkosti mista ulozeni genu Nr v piipad® 162 rostlin.

Byla péstovana semena F5 z 1575 uvedenych rostlin. Semena F5 byla ziskana z 89 ze 162 rostlin,
u nichZ byla prokizina rekombinace znadiciho prvku na béazi analyzy AFLP. Ziskanych 89 linii
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F5 bylo podrobeno zkouskam na odolnost proti N. ribisnigri a na fenotyp. V pribéhu téchto
zkousek byla nalezena linie 94.85338, ktera se jiz nedélila podle odolnosti a byla homozygotné
odolna v dasledku pfitomnosti genu Nr, ktera se viak stale je3t€ délila na zakiadé fenotypu CRA.
50 rostlin linie 94.85338 bylo analyzovano pomoci fady zna€icich prvkid AFLP. Po analyze pfi
pouziti 22 prvkil AFLP, spojenych sgenem Nr byla nalezena jedna rostlina, homozygotné

- rekombinantni pro 12 z22 pouzitych zna¢icich prvkid.' Ze semen F6 této linie 95.85051 bylo

ziskano dalsi potomstvo. Linie pak byla znovu podrobena zkouskam na fenotyp i na odolnost a
viechny rostliny této linie byly opét odolné proti N. ribisnigri a souCasné mely normdlni fenotyp

* bez pfiznaki CRA.

Z 11 rostlin linie 95.85051 byla vypéstovdna semena F7. Mimo jiné byla ziskdna semena
96.85123, ktera byla ulozena do sbirky.

- Priklad 3

Ulozeni genu pro odolnost a uréeni mista uloZeni pomoci techniky AFLP

Obé rekombinantni linie RZ 96.85123 a RZ 96.75906 a nékolik kontrolnich linii bylo podrobeno
zkougkam pfi pouZiti 21 znadicich prvki AFLP, které byly navdzany na allely pro odolnost (zna-
&eni cis). Znadici prvky byly vyvinuty pfi kfiZeni IVT 793202 x Ultra. Z predchozich zkouSek
byla také znima nejpravdépodobnéjii sekvence riiznych znadicich prvkl v genomu saldtu. Byly
sledovany nésledujici genotypy:

1. 1IVT 793202 (vytvorena linie, Nasonovia—odolnost + CSV,
2. Ultra (BOTERSLARAS bez odolnosti proti Nasonovia, bez CSV,
3. Saladin (varieta salatu Iceberg bez odolnosti proti Nasanovia, bez CSV),

4, RZ 96.85123 (rekombinantni linie z piikladu 2, odotnd proti Nasonovia, bez CSV),

- 5.RZ 96.75906 (rekombinantni linie z ptikladu 1, odolna proti Nasonovia, bez CSV).

Vysledky, ziskané pfi pouziti znadicich prvki jsou uvedeny v nasledujici tabulce.

Tabulka 1

Vysledky, ziskané pfi pouziti péti linii saldtu, podrobenych zkouskam s pouZitim 21 znaicich
prvku AFLP, vazanych na allelu pro odolnost (znaleni cis), prvky byly pravdepodobné uloZeny

me21 sekvencemi genomu

linie/
varieta zneleni cis”
‘ T1LLiil11111i22

123485678901 23456788001
IVT783202 =+ & &4+ 4 T 55 08 % & 20 4 4 %54
Ultra D - T Y T T B m e am w S
Saladin S I T T
96.85123 S I I e R
96.75906 R N A i L T A TR B
't . znadici pfvekje pfitomen —: znatici prvek chybi

Z vysledkt, uvedenych v tabulce | je ziejmé, Ze pfi pouZiti trojiho znaCeni cis (€islo 3, 7 a 15)
bylo dosaZeno positivity 1 u variety salatu ,,Saladin® a nejde tedy. o polymorfii mezi varietou,
neodolnou proti Nasonomia a oblasti zL.virosa vIVT 793202. Z hodnoceni zbyvajicich
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znagicich prvkil vyplyva, ze rekombinantni linie 96.85123 a 96.75906 odpovidaji levé Casti
vloZené oblasti. U obou linii dolo k rekombinaci mezi znagicimi prvky 12 a 13. Vlevo od znaéi-
ciho prvku 13 neobsahuje ani jedna z linii znageni cis. Z tohoto diivedu je velmi pravdépodobne,
ze gen nebo geny, které jsou kddovymi geny pro CSV, jsou ulozeny vlevo od znadiciho prvku 13
ve vloZzeném fragmentu z L. virosa. Linie 96.75906 se lidi od druhé rekombinantni linie v tom
smyslu, Ze je rozdélena také na pravé strand. Mezi znadicimi prvky €. 15 a 16 doSlo v linii
96.75906 k rekombinaci a tato linie neobsahuje znadeni cis vpravo od zna€iciho prvku LS. Je tedy
moZno uzavfit, Ze gen pro odolnost proti Nasonowa je uloZzen pfiblizné mezi znadicimi prvky 12
alé.

PATENTOVE NAROKY

1. Rostliny, odolné proti méicim z ¢eledi Compositae, odolné proti miicim Nasonovia ribis-
nigri v disledku pfitomnosti genu Nr pro odolnost v genomu, ve kterych geneticka informace,
v jejimz disledku se vytvafi fenotyp CRA v genomu rostliny chybi alespori do takového rozsahu,
Ze nedochazi k expresi fenotypu CRA.

2. Rostliny, odolné proti micim podle naroku 1, ve kterych gen Nr pro odolnost je pfitomen

homozygotné.

3. Rostliny, odolné proti miicim podle naroku 1 nebo 2, kterymi jsou rostlmy salatu rodu

Lactuca, zvlasté L. sativa L

4. Rostliny, odolné proti msicim podle nékterého z narcku I, 2 nebo 3, ziskatelné tak, ze se

a) vybere rodi¢ovska rostlina, ktera je heterozygotni, pokud jde o odolnost Nr,

b) vytvofi se délici populace,

¢) z v podstaté kazdé rostliny této populace se ziskd potomstvo,

d) ziskané potomstvo se podrobi zkouskim na odolnost a na pfitomnost fenotypu CRA,

e) z potomstva se vybiraji rostliny, které jsou odolné nebo které nemaji fenotyp CRA,

f) z téchto rostlin se samoopylenim ziskaji semena a ze semen potomstvo, tvofici linii, nalez se
g) linie podrobi zkouskam na odolnost a na-pfitomnost fenotypu CRA a vybiraji se linie, které

jsou uniformné odolné a soudasné nemaji fenotyp CRA.

5. Rostliny, odolné proti m§icim podle naroku 4, u kterych se délici populace ziska samoopyle-
nim rodiovské rostliny, zkiiZzenim rodiovské rostliny s odolnou rostlinou nebo zdvojenou
haploidni technikou.

6. Rostliny, odolné proti mdicim podle naroku 4 nebo 5, kde vhodné potomstvo ze stupné e) je
potomstvo, v némz rostliny jsou uniformné odolné proti N. ribisnigri, pfi¢emZ nemaji viechny
fenotyp CRA, nebo jde o rostliny, které nemaji fenotyp CRA a nejsou vechny neodolné proti
N. ribisnigri.

7. Rostliny, odolné proti micim podle naroku 4 nebo 5, kde vhodné potomstvo ze stupné e) je
potomstvo, v némz rostliny jsou uniformné odolné proti N. ribisnigri a soucasné uniformné

nemaji fenotyp CRA, v tomto ptipadé se neprovadéji stupné f) a g) uvedeného postupu.

8. Rostliny, odolné proti miicim podle nékterého z narokii 4 az 7, kde zkouska ve stupni d) je
zaloZena na nepfitomnosti fenotypu CRA, sledovaného okem.
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9, Rostliny, odolné proti msicim podle nékterého z narokii 4 aZ 8, kde pfed stupném c) se
provadi predbézna selekce rostlin pomoci molekularni biologie tak, Ze se sleduje pfipadny vyskyt
rekombinace mezi genetickou informaci pro odolnost a genetickou informaci pro fenotyp CRA.

10. Rostliny, odolné proti méicim podle naroku 9, kde se jako postup molekularni biologie uzije
technika AFLP.

11. Potomstvo rostlin, odolnych proti msicim podle narokil 1 az 10, ziskané generativnim nebo
vegetativnim zplisobem.

12. Casti nebo derivaty rostlin, odolnych proti msicim, podle naroki 1 az 11 vhodné pro
mnoZzeni.

13. Cés@i nebo derivaty rostlin podle naroku 12, kterymi jsou tking, napfiklad listy, stonky,
koreny, vyhonky, protoplasty, somaticka embrya, prasniky, blizny, buiiky v kultufe nebo semena.

14. Césti nebo derivéty rostlin podle nérokii 1 az 11, vhodné ke spotfebé.

15. Casti nebo derivaty rostlin podle naroku 14, kde &astmi, vhodnymi ke spotfebg, jsou napii-
klad hlavky nebo listy.

16. Zpiisob ziskavani rostlin podle narokd 12z 10, vyznadujici se tim, Zese

a) vybere rodi¢ovska rostlina, kterd je heterozygotni, pokud jde o odolnost Nr,

b) vytvofi se délici populace,

c) z v podstaté kaZdé rostliny této populace se ziska potomstvo,

d) ziskané potomstvo se podrobi zkouskdm na odolnost a na ptitomnost fenotypu CRA,

e) z potomstva se vybiraji rostliny, které jsou odolné nebo které nemaji fenotyp CRA,

f) z t&chto rostlin se samoopylenim ziskaji semena a ze semen potomstvo, tvofici linii, nadez se

g) linie podrobi zkouskam na odolnost a na pFitomnost fenotypu CRA a vybiraji se linie, které
jsou uniformné odolné a souéasné nemaji fenotyp CRA.

1 vykres
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