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KIVONAT

A talalmany targyat eljarasok képezik Brassica-nemzet- tes, Brassica-nemzetségbe tartoz6 ndévények elballitasa-
ségbe tartozd ndvénynek citoplazmatikus himsterilitast ra, tovabba olyan hibrid névények eldallitasara, amelyek
¢és néivara termékenységgel kompatibilis morfologiat egyik sziilje a taldlmany szerinti ndvény.

biztositd rekombindns névényi sejtmaggenomok vagy A taldlmany szerinti megoldas alkalmas agronémiai
mitokondridlis genomok el6allitaséra. A taldlmany tar- szempontboél jelentds fajok elényds tulajdonsagu hib-
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A taldlmany tirgyat eljarasok képezik Brassica-nem-
zetségbe tartozd novénynek citoplazmatikus himsterili-
tast és ndivara termékenységgel kompatibilis morfold-
gidt biztositd rekombinans névényi sejtmaggenomok
vagy mitokondridlis genomok el8allitisara. A talal-
many targyat képezik ezenfeliil eljarasok citoplazmati-
kusan himsteril, de més, nemkivanatos tulajdonsagoktol
mentes, Brassica-nemzetségbe tartozd ndvények eldal-
litdsara, tovabba olyan hibrid novények eldallitasara,
amelyek egyik sziilgje a talalmany szerinti ndvény.

A talalmany szerinti megoldas igen eldnydsen alkal-
mazhaté agronémiai szempontbdl jelentds fajok eld-
ny0s tulajdonsagu hibridjeinek kifejlesztésére.

A talalmany f6leg olyan, a Cruciferae-csaladba tar-
tozé novényekre vonatkozik, amelyekben a sejtek ci-
toplazmaja himsterilitasért és a j6 agrondémiai jellemzd-
kért felel8s nukleotidszekvencidkat hordozo sejtszerve-
ket tartalmaz.

Citoplazmatikus himsterilitasi rendszer alkalmaza-
saval meg lehet konnyiteni, illetve lehet8vé lehet tenni
noévények hibrid valtozatainak kifejlesztését. A hibride-
ket két sziil3i populacid keresztezésével lehet eldallita-
ni, amelyek koziil egyik a him, masik a ndi szerepet
jatssza. Amikor egyforma mindségi hibrid valtozatokat
szandékozunk elBallitani szexualis keresztezéssel, on-
megtermékenyité fajok kozott, az egyik akadaly,
amellyel taldlkozunk, a névény Snbeporzd képessége.
A himsterilitasi rendszerek lehet6vé teszik, hogy olyan
néivari novényeket kapjunk, amelyek nem képesek 6n-
megtermékenyitésre, és amelyekbdl beporzas utin a
magvak, amelyek mind hibridek, munkaigényes mod-
szerek alkalmazisa — mint példaul a viragok kasztrala-
sa — nélkiil, kdzvetleniil begyijthetdk.

A himsterilitis genetikai determinansai k6z¢ tartoz-
nak azok, amelyeket a citoplazma hordoz. Mindegyik
szexualisan elBallitott generaciondl ezeket kizardlag az
anya adja tovabb. Egy citoplazmatikus himsterilitasi
rendszerrel (CMS) tehdt mindegyik generacional az
utdédok 100%-a himsteril. Ezeket a genetikai determi-
nansokat a mitokondrium genomja hordozza.

A Cruciferae-csaladba tartozé ndvényeknél egy al-
kalmas citoplazmatikus himsterilitasi rendszert az alab-
bi jellemzdk hatdroznak meg:

1) A himsterilitasnak totalisnak kell lennie, azaz
nem képz6dhet viragpor, fiiggetleniil a tenyésztési ko-
rilményekt6l, és fliggetleniil attol a sejtvonaltél, ame-
lyet néivari sziil6ként akarunk alkalmazni. Ahol nem
ez a helyzet, ott az ilyen nivari sejtekbdl nyert magvak
részben 6nbeporzasbol szarmaznak, és ennek kovetkez-
tében nem az F1 hibrid tipusba tartoznak.

2) Ezeknek a magvaknak a termelését a természetes
viragporhordozok kihasznalasaval kell elvégezni, azaz
ezeknek a fajoknak az esetében a Hymenoptera, Diptera
és a szél segitségével. A viragport a beporzo novények-
rél el kell juttatni a himsteril (ndivari) ndvényekre.
Valojaban csak a rovarok képesek ezt a transzportot
végrehajtani egy adott tdvolsagon beliil a Cruciferae-
csaladba tartozd novényeknél. A néivari ndvényeknek
ennek kovetkeztében elég vonzoknak kell lenniiik ah-
hoz, hogy vonzzak azokat a rovarokat, amelyek jonnek
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és nektart gyfjtenek benniik. A virdgok morfologidja-
nak kényszeriteni kell a rovarokat arra, hogy a potrohuk
elvileg érintkezésbe keriiljon a bibeszéjjal. A gyakorlat-
ban ez olyan helyzetet eredményez, amelyben a virag-
szirmok alapjanak egy bizonyos csovet kell 1étrehoznia
a bibe alapja koriil.

srer

srez

ként csupan egyetlen, egyenes vonalu bibe legyen.
A himsterilitas gyakran eredményezi a portokok fe-

------

at, s6t eredményezheti a nektartartok teljes viragokka
torténd 4talakulasat is. Néha az ilyen novény bibéje
vagy bibéi is deformaltak. Mindezen elvaltozasok nem
teszik lehet6vé a j6 magtermést, és ezt bizonyos fokig a
néivar sterilitis ekvivalensének tekinthetjiik.

4) Az F1-hibrid valtozatok termeléséhez azokban a
fajokban, amelyekbdl ezeket a magvakat gytjtjiik, mint
példaul repce- és mustarfajokbol, lényeges, hogy a hib-
rid him sziil6je teljes egészében kikiiszobolje a him-
steril citoplazma hatasat, hogy a hibrid névények
koénnyen beporzodhassanak.

A Cruciferae-csaladnél himsteril citoplazmat vagy
CMS-t els6 esetben Ogura irta le [Ogura, H., Mem, Fac.
Agric. Kagoshima Univ. 6 39-78, (1968)] a Raphanus
sativus gyokerében. Bannerot és munkatarsai [Bannerot
és mtsai., Proc. Eucarpia Meeting Cruciferae, 25,
52-54 (1974); Bannerot és mtsai., Eucarpia Cruciferae
News., 2—16 (1977)] atvitték az Ogura citoplazmat ka-
posztafélékbe (Brassicae) és igy citoplazmatikus
himsterilitdssal biré6 névényeket kaptak. Ezen a névé-
nyeknek az agronémiai tulajdonsagai nem voltak
kielégitoek (klorozis alacsony hémérsékleten, gyenge
ndivara termékenység), gyenge termést eredményeztek,
ezért nem voltak alkalmasak arra, hogy kereskedelmi
forgalomba keriiljenek.

A keresztes viragtaknal (Cruciferae) ennek a
klordzisnak az elkeriilésére egy és ugyanazon nemzet-
ségbe tartozd nukleéris és kloroplasztgenomokat ugyan-
abban a sejtben kell kombinalni. Tehét azok a Brassica-
nemzetségbe tartoz6 névények, amelyek Brassica-nové-
nyek kloroplaszt genomjat tartalmazzak, mar nem mu-
tatnak klordzist. Ha a teljes Ogura mitokondriélis geno-
mot tartalmazzak, akkor teljes citoplazmatikus himste-
rilitdst mutatnak, de a virdgoknak aberrans morfologia-
juk lesz, és ez lehetetlenné teszi, hogy egy természetes
vektor beporozza Gket.

Emellett azoknal a fajtaknal, amelyeknél a magvak
az érdekesek, az a megfelels, ha a himtermékenységet
helyreéllitjuk azoknal a hibrid valtozatoknal, amelyek
kereskedelmi forgalomba keriilnek, helyreallité gének-
ként ismert sejtmaggének segitségével.

Nehéz helyredllitani a himsterilitast egy olyan no-
vényben, amely a teljes Ogura mitokondridlis genomot
tartalmazza, mivel szamos helyreallito gén egyidejd
részvételét kell biztositani. Célul tiztiik ki egy alkalmas
himsterilitasi rendszer elallitasat, oly médon, hogy el-
tavolitjuk azokat a géneket, amelyek az Ogura citoplaz-
ma nemkivanatos tulajdonsagaiért feleldsek, mikdzben
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megmarad a himsterilitds, amely hatékony, és kénnyen
helyreallithato.

A talalmany tdrgyat tehat egy eljaras képezi
Brassica-nemzetségbe tartozé novénynek CMS fenoti-
pust és ndivarl termékenységgel kompatibilis morfold-
giat biztosité rekombinans ndvényi sejtmaggenom vagy
mitokondrialis genom elGallitisara, azzal jellemezve,
hogy

a) egy, az 1. abran bemutatott szekvencia 928—1568.
nukleotidjainak megfelelé szekvencidval legalabb 90%-
ban homoldg szekvenciat tartalmazé Ogura sterilitdsi
szekvenciat juttatunk be a névénybe és

b) igazoljuk egy — coxl-probaval végzett hibridiza-
ci6val kimutathaté — Bgll-emésztéssel kaphatd, 10,7 kb
hosszisagi vagy egy Nrul-emésztéssel kaphato, 11 kb
hosszisagu fragmens altal hordozott nemkivénatos szek-
vencia, és/vagy egy — formilmetionin-transzfer-RNA-
probaval végzett hibridizécioval kimutathaté — Sall-
emésztéssel kaphat6, 5,1 kb hosszusdgu vagy Nrul-
emésztéssel kaphato, 15 kb hosszisaga vagy Bgll-emész-
téssel kaphato, 18,5 kb hosszusagh fragmens éaltal hordo-
zott szekvencia hianyat.

Az alabbiakban ismertetjiik azokat az dbrakat, ame-
lyekre hivatkozunk:

1. abra: Az Ogura retek mitokondridlis DNS-
fragmens nukleotidszekvenciaja, amely a CMS-jellem-
z6t hordozza.

2. 4bra: Az 1. dbran ko6zolt mitokondridlis DNS-
fragmens restrikcios térképe.

3. dbra: A mitokondridlis DNS elektroforézise Bgll
(3a) és Nrul (3b) restrikcios enzimekkel végzett emész-
tés utdn. A megfigyelt csikok a Cox1 probéval végzett
hibridizalasnak felelnek meg [Hiesel R., Shobel W,
Schuster W. and Brennicke A., EMBO J., 6,
29-34 (1987)].

4. dbra: A mitokondrialis DNS elektroforézise Sall
restrikcios enzimmel végzett emésztés utan. A megfi-
gyelt csikok egy olyan probaval végzett hibridizalasnak
felelnek meg, amelyet az 1. abran k6zolt szekvencidban
a 389-es és 1199-es nukleotidok hatarolnak.

5. abra: Kiilénb6z6 citoplazmatikus genomot hor-
doz6 kaposztanvények termései.

6. abra: A mitokondridlis RNS elektroforézise.
A megfigyelt csikok egy olyan probaval végzett hibri-
dizalasnak felelnek meg, amely egy, az ORF B-nek
nevezett szekvencia egy részét hordozé EcoRI-BamHI
fragmens.

Az Ogura sterilitasi DNS-t az 1. bran lathaté szekven-
cia 1-es és 2428-as nukleotidjai altal hatarolt szekven-
ciaként hatdrozzuk meg. Ezt egy atirt szekvencia hor-
dozza, amelynek 3’ és 5’ végeit a 2. dbran szaggatott
vonal koti ssze, és amelyet csak himsteril névényben
lehet megfigyelni. Az ORF B egy nyitott leolvasési
keretnek felel meg; ezt az elnevezést azon az alapon
adtuk, hogy a Brennicke altal megfigyelt szekvencidval
homoldgiat mutat. A 2. dbran a két formil-metionin
transzfer RNS-gén koziil az egyiknek megfelelé szek-
vencidt amyékolva mutatjuk. Az 1. dbran lathato nuk-
leotidszekvencia 928-as és 2273 nukleotidjai 4ltal hata-
rolt DNS-szekvencia egy olyan transzkriptumnak felel
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meg, amely molekuldris hibridizalassal lathatova tehetd
(1.4), amint az a 6. abran lathaté. Ezen a 6. abrén mind-
egyik luk megfelel egy termékeny (F) vagy himsteril
(S) névénynek. Csak a himsteril névények szintetizil-
nak egy kb 1400 bazis hosszisagu transzkriptumot. Ez
a transzkriptum az 1. abran lathat6 szekvencia 928-as
nukleotidjanal (+10 bazis) kezdddik, és a 2273-as pozi-
cidban (+5 bazis) végzidik. (A névényi mitokondriu-
mokban a transzkripcié inicidcidja és a termindcioja
kiilénboz8 pozicidkban torténhet.)

A jelen talalmany targyat képezi elénydsen egy elja-
ras citoplazma el6allitdsara, amely citoplazma olyan
DNS-szekvenciat tartalmaz, amely legalabb 90%-os
homoldgiat mutat az 1. abran lathaté szekvencia 928-as
és 2273-as nukleotidjai altal hatirolt szekvenciaval,
amely a CMS-jellemz6t kodolja vagy olyan citoplaz-
méra vonatkozik, amely olyan DNS-szekvenciat tartal-
maz, amely legalabb 90%-o0s homologiat mutat az 1.
abran lathatd szekvencia 928-as és 1569-es nukleotidjai
altal hatarolt szekvenciaval, és RNS-sé irodik at, a CMS-
jellemzgit kodolja, és az alabbiakkal jellemezhetd:

— olyan kloroplasztokat tartalmaz, amelyek ugyanah-
hoz a fajhoz tartoznak, vagy mas fajhoz tartoznak, de
kompatibilisek az adott sejtmaggenommal,

— nem tartalmazza az Ogura mitokondridlis genom
alabbi fragmensei egyikét, azok egy részét vagy egyiket
sem:

— a transzlacié inicidcidjahoz hasznalt két formil-
metionin transzfer-RNS-gén koziil egyet hordoz,

— a Cox1 gént hordozza, amely a citokrém-oxidaz 1-es
alegységét kodolja.

Ezeknek a fragmenseknek a hidnya (ezeket nevez-
ziik ,,nemkivanatos szekvenciaknak”) sziikséges ahhoz,
hogy olyan mitokondridlis genomokat kapjunk, ame-
lyek j6 mindségli himsterilitisnak felelnek meg, és
megfelelnek az el6z8kben a 4. pontban emlitett jellem-
z6nek.

Elényosen, a talalmany targya eljards Brassica-
nemzetségbe tartozé névénynek CMS fenotipust és nd-
ivar termékenységgel kompatibilis morfologiat bizto-
sitd rekombinans névényi sejtmaggenom vagy mito-
kondrialis genom el8allitasara, azzal jellemezve, hogy

a) egy, az 1. dbran bemutatott szekvencia 928-1568.
nukleotidjainak megfeleld szekvenciaval legalabb 90%-
ban homoldg szekvenciat tartalmazé Ogura sterilitasi
szekvenciat juttatunk be ndvénybe, és

b) igazoljuk egy — cox1-probaval végzett hibridiza-
ciéval kimutathat6 — Bgll-emésztéssel kaphat6, 10,7 kb
hosszisagh vagy egy Nrul-emésztéssel kaphato, 11 kb
hosszisédgh fragmens 4ital hordozott nemkivanatos szek-
vencia, és/vagy egy — 1. &bran bemutatott, 373-1179.
nukleotidoknak megfeleld formilmetionin-transzfer-
RNA-prébaval végzett hibridizdcioval kimutathaté —
Sall-emésztéssel kaphato, 5,1 kb hossziusagh vagy Nrul-
emésztéssel kaphatd, 15 kb hosszisagh vagy Bgll-
emésztéssel kaphatd, 18,5 kb hosszlsagh fragmens 4ltal
hordozott szekvencia hidnyat.

A taldlmany tirgya tovabba rekombindns ndvényi
sejtmag vagy mitokondrialis genom, amely egy Ogura
sterilitdsi DNS-szekvenciat tartalmaz:
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a) ezt egy olyan DNS-szekvencia hordozza, amelyet
az 1. dbran bemutatott szekvencia 928-as és 2273-as
nukleotidjai hatdrolnak, vagy

b) legaldbb 90%-o0s homologiaval rendelkezik az a)
pontban emlitett szekvenciaval,

és ha jelen van egy névény citoplazmajiban, akkor
az emlitett ndvényben himsterilitast hoz létre.

A taldlmény szerinti sejtmag vagy mitokondrialis
genom tovabba azzal jellemezhetS, hogy az emlitett
rekombindns mitokondridlis genom mentes az Ogura
genom aldbbi fragmenseitdl vagy azok részeitdl:

— az a fragmens, amely a transzlacié iniciicidjahoz
hasznalt két formilmetionin transzfer RNS-gén egyikét
hordozza,

— az a fragmens, amely a Cox! gént hordozza, amely a
citokrdm-oxidaz 1-es alegységét kodolja,

vagy amely genomban az emlitett fragmensek inakti-
vak.

Koézelebbrdl, a taldlmany szerinti eljarassal elGallitott
rekombindns mitokondridlis genom az alabbiakkal jel-
lemezhetd:

1) Egyrészt azzal, hogy nem tartalmaz egy koriilbe-
lil 10,7 kb méretii, Bgll restrikcidés enzimmel végzett
emésztés utan kaphat6 fragmenst, vagy egy koriilbeliil
11 kb méretii fragmenst, amely Nrul restrikcids enzim-
mel végzett emésztés utan kaphato, amely fragmensek a
Cox1 gént hordozzak. Ezt mutatjuk be a 3. abran, mole-
kularis hibridizalds alkalmazasaval, Cox1 szekvenciat
tartalmazo préoba felhasznalasaval.

2) Masrészt azzal, hogy nem tartalmaz egy koriilbeliil
5,1 kb méretti, Sall restrikcios enzimmel végzett emész-
tés utdn kaphato fragmenst, vagy egy koriilbeliil 15 kb
méretii fragmenst, amely Nrul restrikcios enzimmel vég-
zett emésztés utan kaphato, vagy egy koriilbeliil 18,5 kb
méretii, Bgll restrikcids enzimmel végzett emésztés utan
kaphat6 fragmenst, amely fragmensek a két formil-
metionin-transzfer RNS-t kodol6 gén egyikét hordozzak.

Ezt igazoljuk a 4. abran lathaté6 médon molekularis
hibridizélassal, egy olyan probat alkalmazva, amely az
1. abran ko6zolt szekvencia 389-1199. nukleotidjainak
felel meg.

A 3. és 4. abran a szamokkal jelzett genotipusok
olyan névényeknek felelnek meg, amelyek egy megfe-
leld citoplazmatikus himsterilitasi rendszert hordoznak.

Genotipusok Kloroplasztok Mitokondriumok
B.n B. napus B. napus
27 B. napus B. napus/Ogura
oGU R. sativus (OGU) | R. sativus (OGU)
9,17,21,24,27c B. oleracea B. oleracea/Ogura
B.o B. oleracea B. oleracea

Emellett egy j6 minbségli CMS-jellemzé megléte
sziikségessé teszi egy olyan DNS-szekvencia jelenlétét,
amely az emésztett nukleinsavak DNS/DNS hibridiza-
lasaval azonosithatd. A jelen taldlmany targya tehat egy
olyan DNS-szekvencia, amit meg lehetett hatarozni, és
amelyet az jellemez, hogy egy olyan szekvenciét tartal-
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maz, amelyb6l Ncol restrikciés enzimmel végzett
emésztésre egy 2,5 kb méretil fragmens, Nrul restrikci-
6s enzimmel végzett emésztésre egy 6,8 kb méretli
fragmens, és Sall restrikciés enzimmel végtett emész-
tésre egy 4,4 kb méreti fragmens keletkezik.

Ezt a szekvenciat ugy is azonositani lehet, hogy a
himsteril névények Ossz-RNS-ével végziink hibridiza-
ciét. fgy egy koriilbeliil 1400 bp méretii transzkriptu-
mot lehet azonositani. Ez azokbdl a névényekbdl, ame-
lyekben a termékenység helyreallt, hianyzik.

A ,nemkivénatos” nukleotidszekvenciak és a tal4l-
many szerinti, Ogura sterilitdshoz ,,sziikséges” nukleo-
tidszekvencidk meghatarozasa lehetévé teszi, hogy egy,
a sejtmaggenommal kompatibilis kloroplasztokat, és jo
mindségl mitokondriumokat hordozé névényi anyagot
lehessen szelektalni szakember szamara jol ismert DNS
hibridizaciés technikdkkal anélkiil, hogy vamunk kel-
lene a ndvény felndvekedésére, illetve a viragok és gyii-
molcsok megjelenésére. Tehat egy nagyon hatékony
eszkoz all a felhasznalé rendelkezésére olyan névények
szelektaldsira, amelyek jo agronomiai tulajdonsagi
himsteril citoplazmaval rendelkeznek.

A taldlmany targya tovabba eljaras egy olyan mito-
kondrium el6allitdsara, amit az jellemez, hogy tartalmaz
egy nukleotidszekvenciat, amely az 1. dbran lathato nuk-
leotidszekvencia 928-as és 2273-as nukleotidjai altal ha-
tarolt szakasz szekvencidjaval legalabb 90%-0s homo-
légiat mutat, és Ogura citoplazmatikus himsterilitast ko-
dol; vagy egy mas lehetGség szerint a mitokondrium egy
olyan DNS-szekvenciat tartalmaz, amelynek szekven-
ciagja az 1. abran lathatdé szekvencia 928-as és 1569-es
nukleotidjai altal hatarolt szakasz szekvencidjaval azo-
nos, vagy ezzel a szekvenciaval 90%-os homoldgiat mu-
tat, és amely RNS-sé¢ irddik 4t a himsteril ndvények mito-
kondriumaiban. Ez a DNS emellett rendelkezhet az el6-
z6kben meghatarozott jellemzdkkel, elényosen azzal,
hogy a nemkivénatos szekvenciakat nem tartalmazza.

A jelen talalmany targyat képezi tovabba egy Cruci-
ferae citoplazma, amely egy ,,Ogura sterilitasi” DNS-
szekvenciét tartalmaz; ez a citoplazma emellett tartalmaz
ugyanahhoz a fajhoz vagy mas fajhoz tartoz6 kloroplasz-
tokat, de amelyek kompatibilisek a sejtmaggenomjaval.

Az Ogura sterilitdsi szekvenciét az alabbiak jellemzik :

a) az 1. abran bemutatott 2428 bazispar méretd
DNS-szekvencia hordozza,

b) az 1. dbrdn bemutatott nukleotid-szekvencia 928.
és 2273. nukleotidjai hataroljak, és megfelel egy, a 2.
4bran szaggatott vonallal jelzett transzkriptumnak, és
molekuléris hibridizaciéval lehet lathatova tenni (1.4),
amint azt a 6. 4bra mutatja,

¢) legalabb 90%-o0s homoloégiaval rendelkezik a b)
pontban emlitett szekvencidval, és ha egy ndvény
mitokondrialis genomjaban jelen van, akkor az emlitett
névénynek citoplazmatikus himsterilitast biztosit, vagy

d) az 1. abran bemutatott szekvencia 928-as és 1569-es
nukleotidjai altal hatarolt szekvencia hordozza, és a steril
n6évények mitokondriumaban RNS-s¢ irodik at, vagy

e) legaldbb 90%-o0s homoldgiaval rendelkezik a d)
pontban leirt szekvenciaval, és a steril névények mito-
kondriumaban RNS-sé irédik at.
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A jelen talalmany targya tovabba eljaras egy Cruci-
ferae-csaladba tartozé himsteril novény elallitdséra,
azzal jellemezve, hogy olyan névényt hozunk Iétre,
amely ugyanahhoz a fajhoz tartoz6 kloroplasztokat és
sejtmagot tartalmaz, illetve a kettd egymassal kompati-
bilis, tovabba olyan mitokondriumokat tartalmaz, ame-
lyek az el6zGekben meghatarozott CMS-jellemz6t biz-
tosité genomot hordoznak.

Eldnyosen, a jelen taldlmany vonatkozik tovabba
egy Brassica-nemzetségbe tartozé himsteril névény
elballitasara is, amely ndvény Brassica kloroplasztokat
és sejtmagot tartalmaz, valamint olyan mitokondriumo-
kat, amelyek az el6z8kben meghatarozott CMS-jellem-
z6t hordoz6 genommal rendelkeznek.

Ennek a mitokondrialis genomnak szdmos, a széban
forgd Brassica fajnak megfeleld gént is hordoznia kell.
Ezt az Ogura genom és a Brassica genom kombinécio-
javal érhetjiik el.

El6nyosen, a jelen talilméany targya eljaras egy, a
Brassica napus fajba tartoz6 himsteril ndvény el6allita-
sira, azzal jellemezve, hogy olyan névényt hozunk lét-
re, amelynek Brassica sejtrnagja van, a citoplazméjaban
Brassica kloroplasztok taldlhatok, valamint himsteril
mitokondriumok, amelyek a jelen talalmany szerinti, az
el6z6kben meghatarozott DNS-t hordoznak; ezek a
mitokondriumok emellett a Brassica napus mitokond-
ridlis génjeinek tobbségét is hordozzdk (18S, Atp9,
Atp6, CoxIl, ndhl, cob). A Brassica napus lehet colza,
canola és swede.

A jelen talalmany targya tovabba eljaras egy, a
Brassica oleracea fajba tartozé himsteril ndvény eléalli-
tasara, amely névény Brassica sejtmagot tartalmaz, a ci-
toplazm4jaban Brassica kloroplasztok vannak, valamint
olyan mitokondriumok, amelyek az el6z6kben definialt
CMS-jellemz6t koédolé DNS-szekvenciat hordoznak.

A Brassica oleracea korébe tartoznak a kiilonbozd
tipust kaposztak: fejeskaposzta, a kelbimbd, a karalé-
bé, a brokkoli, a kelkdposzta és a karfiol.

A jelen talalmany targyat képezi tovabba eljards egy
Brassica cempestris fajhoz tartozé himsteril névény els-
allitasara, azzal jellemezve, hogy olyan novényt allitunk
elé, amely Brassica sejtmagot tartalmaz, a citoplazma-
jaban olyan Brassica kloroplasztokat tartalmaz, amelyek
kompatibilisek a nuklearis genommal, valamint olyan
mitokondriumokat, amelyek az el6z6kben meghatirozott
CMS+jellemzdt kodolé DNS-szekvenciat hordoznak.

A Brassica napus korébe tartozik a repce, a fehérré-
pa, a Kinai, a Pekingi és a Japan kaposzta.

Hasonloképpen, a jelen talalmany targyat képezik elja-
rasok a Brassica juncea, a Brassica nigra, a Brassica hirta
és a Brassica carinata csoportbdl valasztott himsteril no-
vények elGallitasara, azzal jellemezve, hogy olyan nové-
nyeket allitunk el6, amelyek Brassica sejtmagot tartal-
maznak, és a citoplazmajukban a nukle4ris genommal
kompatibilis kloroplasztokat tartalmaznak, valamint olyan
mitokondriumokat, amelyek az el6zGkben meghatarozott
CMS-jellemzbt kddold DNS-szekvenciathordoznak.

A talalmany targya tovabba egy olyan névény, amely
a Brassica-nemzetségbe tartozik, és amelynek sejtmag-
genomja egy, az el6z6kben meghatarozott Ogura sterilita-
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si szekvenciat hordoz, valamint olyan elemeket, amelyek
befolyasoljédk az expresszidjat és a transzlacids termékek
transzportjat a mitokondriumba. Ez anévény elénydsen az
alabbi fajok barmelyikébe tartozhat: Brassica napus,
Brassica oleracea, Brassica campestris, Brassica nigra,
Brassica juncea, Brassica hirta és Brassica carinata.

Az ,,Ogura sterilitasi szekvencia” jelenléte sziiksé-
ges és elegendS ahhoz, hogy a virdgpor teljes hidnyat
indukaljuk a helyreallité gének tavollétében. Ezeknek a
novényeknek a beporzasat altaldban a nektar j6 termelé-
sének eredménye befolyasolja.

A ndivaru szervek morfologidja normalis, és a kelet-
kezb termések (becSk) normélis szamu magvakat tartal-
maznak. Az 5. dbran a megfigyelt morfoldgia lathato egy
normal kontrollndvény esetén (z), egy olyan ndvény ese-
tén, amely a teljes Ogura genomot valamint Brassica
oleracea kloroplasztokat tartalmaz, és aberrans morfolo-
giaval rendelkezik (z(6)), egy kaposztandvény esetében,
amely Brassica napus kloroplasztokat és olyan himsteril
mitokondriumokat tartalmaz, amelyekben (z(A)) Bras-
sica napus gének vannak, valamint olyan névény esetén,
amely Brassica oleracea kloroplasztokat tartalmaz, és a
rekombinans mitokondriumok mar nem hordozzék a
nemkivanatos szekvenciakat (z (9)) és (z (17)). A nové-
nyek az alabbi jellemz6kkel rendelkeznek:

Genotipus Kloroplasztok Mitokondriumok
z B. oleracea B. oleracea
z(A) B. napus B. napus/Ogura
z (6) B. oleracea Ogura
z(9) B. oleracea B. oleracea/Ogura
z(17) B. oleracea B. oleracea/Ogura
A z(A) és z(6) genotipusok nem rendelkeznek megfeleld
citoplazmatikus himsterilitasi rendszerrel.

Ilyen névényeket kaphatunk példaul protoplaszt fi-
zi6s technikaval, illetve barmely mas modszerrel,
amely jo rekombindcidt biztosit a kérdéses faj mito-
kondrialis genomja és az Ogura mitokondrialis genom
kozott (példa a bioldgiai titra). Az ilyen névényekben a
termékenység egyetlen helyreallitd gén révén helyreall,
ennek jele RF1, és retekbdl szarmazik. Olyan ndvények
esetében, amelyek a nem megfeleld, teljes mitokond-
ridlis genomot hordozzak, nem ez a helyzet.

Ilyen novényeket természetes vagy mesterséges sze-
xualis reprodukcioval is eléallithatunk.

A talalmény szerinti mitokondrialis genomot hordo-
z0 novények a mitokondriumba valé géntranszferrel is
elGallithatok.

Mindegyik esetben ezek a ndvények megfeleld
CMS-rendszerrel rendelkeznek, nevezetesen:

— teljes himsterilitassal

— olyan morfoldgiaval, amely lehetdvé teszi a j6 bepor-
zast és a j6 magtermést, amint azt az 1. és 2. tablazatban
bemutattuk.

A jelen taldlmany targya tehat ezenkiviil eljaras hibrid
ndvények elballitasara, azzal jellemezve, hogy megfeleld
CMS-jellemzGkkel rendelkez6, a mitokondridlis vagy
sejtmaggenomjukban az Ogura sterilitasi szekvenciat
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hordoz6 n6évényt egy normal novénnyel kereszteziink (pl.
abban az esetben, ha étkezési vagy éllati taplalkozasra
alkalmas novény elBallitasa a célunk), vagy adott esetben
(pl. akkor, ha magok begyfijtése a cél) egy olyan no-
vénnyel kereszteziink, amely egy, a fertilitast helyreallitd
geént, az RF1-et hordozza. A talalmany vonatkozik tovéab-
bé az ezzel a modszerrel kapott hibrid névényekre is.
Altaldnossagban, a legjobb agronémiai tulajdonsa-
gokat olyan himsteril nvényekkel lehet megkapni,

amelyek a sejtmaggal azonos fajhoz tartozé kloroplasz-
tokat hordoznak, és a mitokondriumok egy megfeleld
himsterilitasi rendszert hordoznak.

Az 1. tdblazatban kiilonbdzé citoplazmaval rendel-
kez6 kaposzta-vonalak term8képessége lathatd (a
Z9 vagy Z17 megfeleld). A 2. tablazat a kiilénboz6 ci-
toplazmaju colza vonal termGképességét mutatja (a
Fu 27, Fu 58 és Fu 85 genotipusok a megfelelGek).

1. tablazat
A z-vonal (savanyuképoszta) termSképessége kiilonboz6 citoplazmakkal
Citoplazma Genotipusok Betakaritott mag
Kloroplasztok Mitokondriumok Gramm/névény
B. oleracea B. oleracea (z) 53,1
(termékeny kontroll)
B. napus Ogura zC) 0
B. napus Ogura/napus (zA) 22,7
B. oleracea Ogura (z6) 93
Ogura Ogura (z0) 20,1
B. oleracea Ogura/oleracea (29 vagy z17) 91,8
2. tabldazat
A darmor vonal (téli colza) term8képessége
kiilénbozé citoplazmakkal
Termelés (%DARMOR) Kloroplasztok Mitokondriumok
DARMOR 100 (35 gx) B. napus B. napus
Fu27 118 B, napus B. napus/Ogura
Fus8 120 B. napus B. napus/Ogura
Fu77 96 B. campestris Ogura
Fu85 114 B. napus B. napus/Ogura
Full8 103 B. napus B. napus/Ogura
BIENVENU 108
JET NEUF 89
* Termelés
** Himtermékeny és himsteril (Fu) DARMOR téli colza
2. tablazat (folytatas)
A termelés komponensei (Clermont-Ferrand)
NSq W1Sq NSdP Sq NSd WiSd TDM HI YLD HT
DARMOR 7183 81,9 9,9 70028 4,31 1077 0,256 31,6 120
BIENVENU 7334 80,7 11,2 81841 3,88 1064 0,269 30,7 109
JET NEUEF 7977 87,7 8,6 67291 4,98 1176 0,262 33,3 115
Fu 27 DARMOR 9292 82,8 11,6 106188 4,09 1337 0,293 422 122
Fu58 DARMOR 8617 76,5 11,7 99947 3,65 1228 0,270 36,0 131
Fu118 DARMOR* 8389 84,6 11,0 92428 4,11 1243 0,276 38,1 132

NSq: a becdtermések szama/m?

W1Sq: egy becStermés sulya (mg)

NsdPSq: a magok szama/becGtermés

Nsd: magok szima/m?
WI1Sd: egy mag sulya (mg)

TDM: 8sszes szrazanyag (g/m?)

HI: begyiijtési index (%)

YLD: termelés (qx/ha)

HT: magassig (cm)

* Ezek a ndvények deformalt terméseket (becStermések) tartalmaznak
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A jelen taldlmany targya emellett eljards egy proba
el6allitasara, amely proba legalabb 10 boxbol all6 szek-
venciat tartalmaz, elénydsen 15 boxbol all6 szekvenci-
at, a szekvenciat az 1. dbran lathato szekvencia 928-as
és 1569-es nukleotidjai hataroljak; az emlitett proba
jelezhet8, példaul radioaktiv bazis alkalmazaséaval,
vagy barmely mis eszkozzel, példaul fluoreszcencidval.
Ez a proba hasznalhaté a himsterilitas igazolaséra, és
hasznélhato a klénok szelektalasara.

A taldlmany szerinti megoldas néhany jellemzgjét
és elBnyét az alabbi példak segitségével is megvilagit-
juk. A példak célja tehat szemléltetés, és semmiképpen
sem a taldlmany oltalmi korének korlatozasa.

1. példa
Az Ogura citoplazmatikus himsterilitasért felelos
DNS-szekvencia kimutatisa
(1) Novény

A leirdsban a ,,cybrid” szakkifejezés izolalt proto-
plasztok fuzidja utan regeneralt teljes novényekre vo-
natkozik. Az elBallitasnak ez a médja lehetdvé teszi,
hogy mindkét sziil6bdl szarmazé citoplazmatikus infor-
maciot osszekeverjiik a sejtben. A 13. szamu cybridet
820 olyan novény koziil kaptuk, amelyeket egy Ogura-
CMS-t hordoz6, triazin-rezisztens B. napus cybrid (a
77. cybrid leszarmazottja) [Pelletier, G., Primard, C.,
Vedel, F., Chétrit, P., Rémy, R., Rousselle, P. and
Renard M., Molecular and General Genetics, 191,
244-250 (1983); Chétrit, P., Mathieu, C., Vedel, F.,
Pelletier, G. and Primard, C., Theor. Appl. Genet., 69,
361-366 (1985)] és a Brutor eredetl triazin-érzékeny
és termékeny valtozat kozotti fuzidval regeneralva alli-
tottunk eld. Triazinrezisztencia-tesztet [Ducruet, J. M.
and Gasquez, J., Chemosphere, 8, 691-696 (1978)] vé-
geztiink egy levéimintan minden egyes regenerélt no-
vénybdl, és ez lehetdvé tette a kloroplaszt tipusanak
meghatarozasat (77-es sziilébdl szarmazoé triazin-re-
zisztens kloroplasztok, vagy Brutor vonalbol szarmazd
triazin-érzékeny kloroplasztok). A ndvényeket novesz-
tettiik, és a viragzasi stadiumban megfigyeltiik. A nem-
sziil6i kombindcidkat mutatd novényeket (vagy érzé-
keny/himsteril, vagy rezisztens/himtermékeny noévé-
nyeket) cybridekként izolaltuk. A 13-as cybrid érzé-
keny/himsteril tipusa. Az 1. cybrid rezisztens/himter-
mékeny tipusu.
(2) Nukleinsav-izoldlas

Az §ssz-DNS-t négyhetes novényekbdl izolaltuk,
Dellaporta moédszerét alkalmazva [Dellaporta, S. L.,
Wood, J. and Hicks J. B., Plant Molecular Biology
Rep., I, 19-21 (1983)]. A mitokondrialis DNS-t nyolc-
hetes novények leveleib6l vonjuk ki, Vedel és Mathieu
kozlése alapjan [Vedel, F. and Mathieu, C., Analytical
Biochemistry, 127, 1-8 (1982)], az alabbi valtoztata-
sokkal: a mitokondriumokat nem tisztitjuk szachar6z
gradiensen lizis elétt, és a lizist 4%-os szarkozilban
végezziik 0,5 mg/ml proteinaz K-val (Boehringer
Mannheim GmbH), 50 mmol/1 TRIS-HCI pH=8,
20 mmol/l EDTA 0sszetételii pufferben. A kicsapds
utdn a mitokondrialis DNS-t centrifugalassal tisztitjuk
etidium-bromid/cézium-klorid gradiensen (1. mddszer,
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[Vedel, F. and Mathieu, C., Analytical Biochemistry,
127, 1-8 (1982)]) poliallomer centrifugacsévekben.

Az 6ssz-RNS-t levelekbdl vagy viragriigyekbdl izo-
laljuk [Logemann, J., Schell, J. and Willmitzer, L.,
Analytical Biochemistry, 163, 16—20 (1987)].

A mitokondrialis RNS-t nyolchetes karfiolnové-
nyekbdl izolaltuk Stern és Newton modszerével [Stern,
D. B. and Newton, K. J., Methods in Enzymology, 118,
488-496 (1986)].

(3) A mitokondrialis DNS restrikcios enzimes elemzése
és agaroz-gélelektroforézise

Ezeket a miiveleteket a Pelletier és munkatarsai altal
leirtak alapjan végeztiik [Pelletier, G., Primard, C., Ve-
del, F., Chétrit, P., Rémy, R., Rousselle, P. and Renard
M., Molecular and General Genetics, 191,
244-250 (1983)]. Az Gssz- vagy mitokondridlis RNS-t
formaldehidet tartalmazo elektroforézis gélekre vittiik,
Sambrook és munkatarsai dltal leirtak alapjan [Maniatis
et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold
Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY
(1989)].

(4) Hibridizalas

A DNS vagy az RNS nylon sziir6lapokra val6 atvi-
telét (Hybond-N, Amersham) kapillaris abszorpcioval
hajtottuk végre 6xSSC-vel (DNS) illetve 10xSSPE-vel
(RNS), az eldallitok elSirasai szerint. Az el6hibridizaciot
és a hibridiziciét az Amersham elGirdsai szerint végez-
tikk, a multiprimer DNS-jel616 rendszerrel (Amersham)
készitett probak felhasznalasaval, Sephadex G—-50 osz-
lopokon valé tisztitds utdn [Maniatis et al., Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory, Cold Spring Harbor, NY (1989)].

(3) A mitokondrialis DNS kionozdsa

A himsteril (13-7) és revertans (13-6) cybrid vo-
nalak genomialis koényvtarait EMBL3 lambda
fagvektorban készitjiik el, a restriktiv Escherichia coli
Nm539 térzsben tenyésztve [Frischauf, A. M., Lehrach,
H., Poutska, A. and Murray, N., Journal of Molecular
Biology, 170, 827—842 (1983)]. Egy pug mitokondriélis
DNS-bél koriilbeliil 2,5x104 klont kaptunk.

A mitokondrialis DNS-konyvtarakat megvizsgaltuk
és szélesztettilk, hogy izolalhassuk a tarfoltokat, ame-
lyeket nylon sziirGlapokra vittiink &t [Maniatis et al.,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring
Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY (1989)].
A két mitokondrialis DNS-konyvtar atvizsgalasdhoz
hasznalt hibridizacios probakat az aldbbiak szerint ké-
szitettiik el: a cms-re specifikus mitokondridlis DNS-
fragmenst elualtunk a Gene clean TM-eljaras alkalma-
zasaval (BIO 101 INC.) egy mitokondrialis DNS
emésztési termékbdl, amelyet preparativ agaroz gélre
vittiink. Az elualt DNS-t azutan az eléz6kben leirt mo-
don megjeloltiik.

A lambda DNS extrahdldsat, a 2,5 kb méretii Ncol
fragmens szubklonozasat a pTrc99a plazmid Ncol hasi-
tasi helyére [Amman, E., Ochs, B. and Abel, K-J,
Gene, 69, 301-315 (1988)], majd a plazmid-DNS ext-
rahalasdt Maniatis és munkatarsai altal leirtak alapjan
végeztilkk [Maniatis et al., Molecular Cloning:
A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory,
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Cold Spring Harbor, NY (1989)]. A rekombinans
plazmidokat Escherichia coli NM522 térzsbe juttatjuk
be [Gough, J. and Murray, N., Journal of Molecular
Biology, 166, 1-19 (1983)].

(6) A 13-as cybrid és utodainak vizsgalata

A 13-as cybrid Brutorral vald beporzasakor kapott
elsé generdcidban, amely 13 névénybdl all, S teljesen
himsteril (beleértve a 13—2 és 13—7 ndvényeket), egy
himtermékeny (13—6-0s), és 7 majdnem teljesen steril,
néhany himtermékeny viraggal.

A 13-6-0s termékeny névényt Snmagaval beporoz-
zuk, majd Brutorral keresztezziik. Mindkét esetben csak
termékeny novényeket kapunk (43-as és 42-es).

A 13—7-es himsteril névény és a Brutor kozotti ke-
resztezésbdl 24 utdd teljesen steril, hatnak van néhany
steril virdga, az eredmény hasonlit ahhoz, amit magaval
a cybriddel kaptunk. A 13—2-es névényt az RF helyre-
4llité vonallal keresztezziik, amely az Ogura himste-
rilitds specifikus helyredllitd génjeire nézve heterozi-
goéta [Chétrit, P., Mathieu, C., Vedel, F., Pelletier, G.
and Primard, C., Theor. Appl. Genet., 69, 361-366
(1985)]. Ennek a keresztezésnek az utddjai kozott
53 himsteril névény, 37 himtermékeny novény és
9 olyan ndvény taldlhatd, amely majdnem teljesen ste-
ril, de van néhény termékeny viragja. Ezek az eredmé-
nyek azt sugalljak, hogy a cybrid csalad himsteril nové-
nyei tartalmazzak az Ogura-cms determindnst, a tobbi,
korabban tanulmanyozott, egyszeriibb helyreallitasi
profillal rendelkez8 cybridhez hasonléan [Chétrit, P.,
Mathieu, C., Vedel, F., Pelletier, G. and Primard, C.,
Theor. Appl. Genet., 69, 361-366 (1985)].

A vizsgalatnak ebben a stddiuméaban két lehetéséggel
szamolhatunk: vagy a 13-as cybrid tartalmaz ,.himsteril”
és ,himtermékeny” mitokondrialis genomok keverékét,
és lehetséges mindkét fenotipus tovabbi szelekciodja,
vagy a 13-as cybrid egy instabil szerkezet{i rekombinans
mitokondrialis genomot tartalmaz, amely egy stabilabb
»termékeny” konfigurdciora revertal, és nem lesz lehet-
séges egy homogén himsteril fenotipus fenntartasa az
egymés utan kovetkez6 generaciokban.

A 13-7-es himsteril névény utédaibdl szarmazd
himsteril novényeket vagy hajtasok vagéasaval, vagy
Brutorral valé szexudlis keresztezéssel fejlesztjiik to-
vabb. Kiilonb6zé szami generacid utan (1-5) mindkét
modszerrel mindegyik csalad termékeny ndvényeket
ad. Ezzel szemben az igy kapott teljesen termékeny
novények soha nem adnak ismét steril ndvényeket.

Ezeknek az eredményeknek a fényében megfonto-
las targyat képezheti, hogy az el6z6kben javasolt ma-
sodik magyarazat a helyes, azaz hogy a 13-as cybrid
egy instabil mitokondridlis genomot tartalmaz, amely
elveszti az Ogura-cms determindnst a ,termékeny”
konfiguracidhoz vezeté folyamat sordn, anélkiil hogy
lehetdsége lenne egy steril fenotipushoz vald visszaté-
résre.

(7) Osszehasonlitds a himsteril és a termékeny rever-
tans utodok mitokondridlis DNS-ei kézétt. A himsteril
névényekre specifikus fragmens izoldldsa

A mitokondrialis DNS-t himsteril 13—7-es utdd és
termékeny revertans (13—6 vagy 13—7 utdd) leveleibdl
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vontuk ki, majd szamos restrikciés enzimmel emésztet-
tilkk, hogy dsszehasonlitsuk restrikcios profiljukat. A két
tipus mitokondridlis genomjai nagyon hasonldak, mivel
szamos kiilénb6z6é enzimmel emésztve nem figyelhetd
meg kiilonbség a himsteril mitokondriumok és a termé-
keny revertansok mitokondriumanak restrikcios profilja
kozott. Azonban egy 6,8 kb méretil restrikcios frag-
menst lehetett kimutatni a himsteril novények Nrul rest-
rikcios enzimmel emésztett mitokondridlis DNS-ében,
€s ezt soha nem lehetett megfigyelni a termékeny rever-
tansok megfeleld profiljaban.

A fragmenst (a tovabbiakban mint N6,8-at emlit-
jiik), agar6zgélbdl elualjuk, jeldljik, majd probaként
hasznéljuk Nrul restrikciés enzimmel emésztett mito-
kondridlis DNS-eken: egy erés jel volt megfigyethetd
6,8 kb-nal a 13-as cybrid Osszes himsteril utédjaban,
mig nem volt megfigyelhetd ilyen méreti, a probaval
hibridizalod6 fragmens a termékeny revertansok mito-
kondriumainak genomjaban. Emellett az N6,8 proba
hibridizal egy 6,8 kb méretli fragmenssel, amely az
Ogura mitokondrialis DNS Nrul emésztésébdl szdrma-
zik, viszont nem hibridizal a B. napus cv Brutor mito-
kondridlis DNS-ével, jelezve, hogy ez a fragmens
Ogura eredetii.

Himsteril névényekbdl (13—7) szarmazé mitokond-
ridlis DNS-kivonatokat tartalmazé lambda-konyvtarat
vizsgélunk a jelolt elualt fragmensekkel, és a 8 hibridi-
z4]6do klon koziil 2 rekombinans fagot izolaltunk, ame-
lyek a teljes N6.8 fragmenst és a szomszédos szekven-
cidkat tartalmaztdk. Ennek a régionak egy részletes re-
strikcids térképét is elkészitettik. A 13-as cybrid termé-
keny és steril utédaib6l szdrmazé mitokondrialis DNS
restrikcidos profiljainak a hibridizacidja az N6.8-
cal mint probaval lehetdvé tette, hogy a himsteril geno-
tipusért felelds specifikus régié méretét egy 2,5 kb mé-
reti Ncol fragmensre korlatozzuk.

A 2,5 kb méretii Ncol fragmenst megjeloltiik, és
prébaként hasznaljuk a 13-7 és 13-6 utédok Ncol-
gyel emésztett mitokondridlis DNS-e vizsgalata soran.
A himsteril profilra specifikus 2,5 kb méretii jel mellett
szdmos Ncol fragmens hibridizdl mind a termékeny
revertans, mind a himsteril profilokban; ezeknek a
fragmenseknek a mérete 2,2, 10 és 14 kb. Egy 2,7 kb
méretti Ncol fragmens erGsen hibridizal a termékeny
utéd mitokondridlis genomjiban, de nem hibridizal a
steril utdéd mitokondridlis genomjaban. A hibridizacios
profil elemzése ahhoz a kdvetkeztetéshez vezet, hogy a
2,5 kb méretli Ncol fragmens, jollehet specifikus a
himsteril mitokondrialis DNS-re, olyan szekvencidkat
is tartalmaz, amelyek a mitokondridlis genomban mas-
hol ismétlédnek (az Ncol emésztés utan a 2,2, 10 és
14 kb méretii fragmensekben), és ezek az ismétléds
szekvenciak a termékeny revertansok mitokondriélis
DNS-én is jelen vannak, a 2,7 kb méretli specifikus
fragmens mellett.

A 13-as cybrid, illetve egy himsteril vagy termé-
keny cybrid (més fazi6s kisérletekbdl szarmazik) vagy
a Brutor vonal utédjainak leveleibdl vagy riigyeibdl
Ossz-RNS-t vontunk ki. Northern blot elemzést vég-
ziink, majd a blotokat egy olyan prébaval hibridizal-
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juk, amely megfelel a 3. példdban leirt, az N6.8-at
tartalmazé lambda klon inszertjének. Egy f6 1,4 kb
méretli transzkriptumot detektdlhatunk mindegyik
himsteril hibridben, beleértve a 13—7-es cybridet, mi-
kozben ilyen méret transzkriptum nem figyelhetd
meg a Brutor vonalban vagy a két termékeny cybrid-
ben (ezek nem azonosak a 13-assal). A termékeny né-
vények ezzel szemben egy 1,1 kb méretl transzkrip-
tumot tartalmaznak, amely hibridizal a probaval, de
amely nincs jelen vagy csak nagyon alacsony szinten
van jelen az Osszes vizsgalt himsteril cybridben. Sza-
mos transzkriptum, amely k6z0s az Osszes mintaban,
gyengén hibridizal a prébaval a jelzett inszert nagy
méretének kovetkeztében. Megerdsitettiik, hogy a
mitokondrialis transzkriptumok kimutathaték ossz-
RNS mintakban, oly modon, hogy ugyanazt a Northern
blotot az atpa gén-szekvenciat tartalmazé DNS-frag-
menssel hibridizaltuk.

Ugyanazt a specifikus 1,4 kb méretii transzkriptu-
mot taléljuk meg a karfiolbdl kivont Ogura mitokond-
ridlis RNS-ben, a 2,5 kb méretii Ncol-fragmenst hasz-
nélva prébaként. Ennek a transzkriptumnak a pontos
korlatait a 2,5 kb méretii Ncol-fragmens szubklonjait
probaként hasznalva hataroztuk meg.

(8) Az 1-es cybrid és utédjainak tanulmanyozdsa

Az l-es cybrid himtermékeny. Az utddai kéziil az
1.12 ndvény termékeny, az 1.18 novény steril. Az
1.12 névény utddai kozott vannak steril novények (S3)
és termékeny novények (RF3). Az 1.18-as ndvény utd-
dai kozott vannak steril novények és egy termékeny
csoport (RF2). Az S2 és S3 ndvényeket ugyanaz a vi-
ragpor-termékenységet helyreallito sejtmaggén allitja
helyre, mint a steril 13-as cybridet.

A jelolt 2,5 kb méretii Ncol fragmenssel végzett
hibridizacié soran az S2 és S3 névények mitokondrialis
DNS-e nem ad jelet 2,5 kb-nal az Ncol-gyel végzett
emésztés soran, illetve 6,8 kb-ndl, az Nrul-gyel végzett
emésztés soran.

Hasonloképpen, az 6ssz-RNS-sel végzett hibridiza-
las (Northern blot) egy olyan probaval, amely megfelel
az ORFB-szekvencidknak, nem ad jelet 1,4 kb-nal,
amint az a steril 13-as cybriddel torténik. Ezzel szem-
ben az 1. abran a 928-as és 1569-es nukleotidokkal
hatérolt szekvencidnak megfelelé proba jelet ad a
Northern blotban, koériilbeliil 1,3 kb-nal. Ez a jel hidny-
zik az RF], RF2, RF3 vagy Brutor névényekb6l. Hason-
16képpen, lehetséges ezt a szekvenciat (928 —1569) pro-
baként hasznalni 6ssz-RNS dot-blotolasanal, és ebben
az esetben csak a himsteril novények adnak jelet, azok
koziil azonban mindegyik.

Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy az S2 és
S3 ndvények, annak ellenére, hogy himsterilek, nem
tartjdAk meg az 1. dbrdn bemutatott szekvenciat az
eredeti konformdacidjaban, és azt demonstraljak, hogy
ebben a szekvenciaban a 928-as és 1569-es nukleotidok
altal hatérolt rész az, amely az ,,Ogura sterilitds” speci-
fikus determindnsat hordozza, amely a névényeket him-
sterillé teszi, amikor ez a szekvencia 4tirodik.

Ennek a szekvencianak nincs jelentés homologisja
az adatbankokban talalhat6 szekvenciakkal.
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2. példa
Nemkivanatos szekvencidk kimutatdsa az Ogura
mitokondridlis genomban

Egy cybrid-kollekciot allitottunk elS a B. napus fa-
jon beliil egy Ogura citoplazméat hordozé colza és egy
normal colza kozott végzett protoplaszt-fizioval. Az
elébbi himsteril és klorofill deficiens alacsony hGmér-
sékleten, mig az utobbi normalisan z6ld és termékeny.
A cybrideket kivalasztottuk a regeneralt novények ko-
ziil, és azokat hasznaltuk, amelyek himsterilek és nor-
malis z6ldek voltak.

Azonos médon, egy cybrid kollekciét allitottunk el
a B. oleracea fajon beliil is egy Ogura citoplazmat hor-
dozé kaposzta és egy normal kaposzta kozott végzett
protoplaszt fizidval. A himsteril és normalis z6ld cyb-
rideket hasznaltuk a regeneralt ndvények koziil.

Ezeket a cybrideket colza kiilonb6z6 valtozataival
kereszteztiik az elsG esetben és kaposztaval a masodik
esetben. A keresztezéseket minden egyes generacional
megismételjiik ugyanazokkal a valtozatokkal, hogy igy
olyan meghatirozott genotipust kapjunk, amely az is-
mételten alkalmazott valtozathoz kozel all.

Ezeket az eltérd valtozatokat ily modon atalakitva a
kiilonb6z6 cybridek citoplazmaival, mez8gazdasagi
teszteknek vetjiik ald, hogy mérjilk a magtermelést,
ami tobb faktortol fligg: elegendé nektar termelése
ahhoz, hogy a rovarok altal val6 beporzast befolyasol-
juk, tovabba normalis virdgmorfologia, hogy ez a be-
porzas hatékony legyen és a gyiimolcsok normalisan
fejlédjenek.

A cybridek gytljteményét tehat két csoportra lehetett
osztani:

— egy olyan cybrid csoportra, amely a kereskedelmi
magtermeléshez illesztett himsterilitast tartalmaz;

— egy olyan cybrid csoportra, amely nem tartalmazza a
j6 kereskedelmi magtermeléshez sziikséges Osszes jel-
lemzét.

A 27-es, 58-as és 85-0s colza hibridek, valamint a
9-es, 17-es, 21-es, 24-es és a 24c kéaposzta hibridek
példaul az els6 csoportba tartoznak. A 23s, 77-es, 118-
as colza hibridek és az 1-es, 6-0s és 14-es kaposzta
hibridek példaul a masodik csoporthoz tartoznak.

Ezeknek a cybrideknek az 6ssz-DNS-ét Sall, Ncol,
Nrul, Bgll, Pstl és Kpnl enzimekkel emésztjiik. A ka-
pott Southern blot-okat hibridizaltattuk a kilénboz6
mitokondridlis probakkal, az Atpa, Cob, Cox1, Atp6,
268 és 18S probakkal és az Ogura genom két frag-
mensével, az egyik egy 2,5 kb méretii, az Ncol emész-
tésbdl szarmazik és egy 19,4 kb méretii, amely egy Nrul
emésztésbdl szarmazik.

A két cybrid csoport az alabbiakban kiilonbozik
egymastol:

a) A 23s, 77 és 22s colza cybridek és az 1, 16 és
11 kéaposzta hibridek tartalmazzak az Ogura genomnak
a 10,7 kb méretd Bgll vagy a 11 kb méretd Nrul
fragmensek ismemek fel, és az Ogura genomnak azt a
transzfer RNS-gént, és amelyet az 5,1 kb méretii Sall
illetve a 15 kb méretii Nrul fragmens ismer fel.
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b) A 27, 58 és 85 colza cybridek, és a 9, 17, 21 és
27¢ kaposzta cybridek nem tartalmazzdk a megfelelé
régiokat, amelyek a két sziild fuzionalt genomja kozotti
rekombinacio eredményeképpen helyettesitédtek a 27,
58 és 85 colza és a 9, 17, 21, 24 és 27c kaposztak
mitokondrialis genomjénak analog régidival.

A fentiekbdl azt a kovetkeztetést lehet levonni, hogy
az Ogura genom két kérdéses régidja nemkivanatos, ha
a kereskedelmi magtermeléshez van sziikség a
himsterilitasi rendszerre.

3. példa

Ebben a példaban az ,,Ogura himsterilitasi szekven-
cidk” és a nemkivanatos szekvenciak ismeretének érté-
két mutatjuk be a kapott cybridek azonnali osztalyozasa
céljabol, anélkiil hogy sok évig varnunk kellene a vissza-
keresztezésre €s a mezdgazdasagi tesztekre.

Az Ogura citoplazmat hordozo Brassica novények
protoplasztjait fuzionaltatjuk a kérdéses Brassica fajok
protoplasztjaival. A flziobol szarmazé telepeket in
vitro tenyésztjiikk, majd regeneraljuk olyan taptalajon,
amely el@segiti a riigyképzddést [Pelletier, G., Primard,
C., Vedel, F., Chétrit, P., Rémy, R., Rousselle, P. and
Renard M., Molecular and General Genetics, 191,
244-250 (1983)].

Egy gramm friss anyagbol, ami lehet kallusz vagy a
regeneralt névény egy fragmense, lehetséges az el5z0k-
ben leirt technikak alkalmazasaval 6ssz-DNS-t izolalni.
A Sall emésztés utan Southern blot hibridizalast vég-
ziink a 389-1199-es nukleotidok altal hatarolt szekven-
ciaval (lasd 1. abra), ekkor csak egy 4,4 kb méreti jelet
szabad kapni (5,1 kb-nal nem szabad jelet kapni). Ha-
sonloképpen, Nrul emésztés utan és a Cox1 gént hordo-
z0 probaval végzett hibridizalas utan egy olyan jelet
kell hogy kapjunk, amelynek mérete 11 kb-t6l eltérd.

Ezek a hibridizaciok lehetévé teszik, hogy meg tud-
juk mondani, hogy a kapott névény valdban himsteril-e,
és alkalmas-e kereskedelmi magtermelésre.

4. példa

Ez a példa a 3. példa egy valtozata, és azon az elkép-
zelésen alapul, hogy a két sziil6 kozott szexualis kereszte-
zéseket hajtunk végre specialis koriilmények kozott vagy
bizonyos genotipusokkal, ahelyett hogy protoplaszt fi-
ziokat végeznénk, ami azzal az eredménnyel jémna, hogy
a novények ismert termékenyitésével ellentétben, az
ooszférak és pollentdmlék vagy a him gamétak citoplaz-
mai Osszekeverednek. Ha ilyen modszereket iréanak le,
akkor korai szelekciot lehetne végrehajtani az ezekbdl a
mesterséges megtermékenyitésekbdl szarmazé fiatal no-
vényeken, ugyanolyan modon, ugyanazokat a probékat
és kritériumokat alkalmazva, mint a 3. példaban.

5. példa

Ez a példa azt mutatja, hogy milyen értéke van an-
nak, ha ismerjiik az Ogura sterilitisi szekvenciat egy
olyan tipustl genetikai manipulacidéban, amelyet €lesz-
16k esetében mar leirtak [Johnston, S. A., Anziano, P.
Q., Shark, K., Sanford, J. C. and Butow, R. A., Science,
240, 1538—1541 (1988)].
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Egy normalis Brassica ndvénybdl kiindulva a
merisztémakat vagy egy masik modszer szerint sejteket
in vitro bombazunk olyan mikrorészecskékkel, amelye-
ket az Ogura sterilitasi szekvenciat hordoz6 DNS-sel
boritottunk. A kezelt merisztémak vagy a regeneralt no-
vények utddai citoplazmatikusan himsterilek, ha a DNS
képes bejutni a mitokondriumokba és integralodik
ezeknek a sejtszerveknek a genomjaba. Ez az eljaras
elkeriili azokat a problémakat, amelyeket a nemkivéna-
tos szekvenciak okoznak, akkor, amikor az Ogura retek
kloroplasztok vagy az Ogura mitokondrilis genom
meghatirozott szekvenciai szerepet jatszanak.

6. példa

Ez a példa azt illusztrélja, hogy milyen értéke van
annak, ha ismerjiik az ,,Ogura sterilitasi” szekvenciat
egy, nem citoplazmatikus, a Mendeli 6roklésnek meg-
feleld sejtmagban kodolt himsterilitasnak génsebészeti
modszerekkel torténd eldallitasanal.

A 928-as és 1569-es nukleotidok altal hatarolt mito-
kondrialis DNS-szekvenciabdl kiindulva kiméra gén
készithets, amelyik, miutan vele Brassica-sejteket vagy
mas nemzetség sejtjeit genetikailag transzformaltuk, at-
irodik a kapott transzformalt novények sejtjeinek sejt-
magjadban. Amennyiben a kiméra gén tartalmaz egy
preszekvenciat, amely transzlatalt fehérjetermékét ke-
pessé teszi arra, hogy a mitokondriumba jusson, ezek a
transzforménsok himsterilek lesznek, és ez a tulajdon-
saguk dominans mendeli tulajdonsagként viselkedik.

SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljards Brassica-nemzetségbe tartoz6 novénynek
CMS fenotipust és ndivari termékenységgel kompatibi-
lis morfoldgiat biztositd rekombindns ndvényi sejtmag-
genom vagy mitokondridlis genom eldallitasara, azzal
Jjellemezve, hogy

a) egy, az 1. abran bemutatott szekvencia 928—1568.
nukleotidjainak megfeleld szekvenciaval legalabb 90%-
ban homolég szekvencidt tartalmazé Ogura sterilitasi
szekvenciat juttatunk be, és

b) igazoljuk egy — coxl-probaval végzett hibridiza-
cioval kimutathaté — Bgll-emésztéssel kaphatd, 10,7 kb
hossziisagn vagy egy Nrul-emésztéssel kaphato, 11 kb
hossziisagn fragmens altal hordozott nemkivéanatos szek-
vencia, és/vagy egy — formilmetionin-transzfer-RNA-
probaval végzett hibridizacioval kimutathaté — Sall-
emésztéssel kaphatd, 5,1 kb hosszusagu vagy Nrul-
emésztéssel kaphatd, 15 kb hosszusagu vagy Bgll-
emésztéssel kaphat, 18,5 kb hossziisagh fragmens altal
hordozott szekvencia hianyat.

2. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy formilmetionin-transzfer-RNA-probaként az 1.
4bran bemutatott, 373—1179. nukleotidoknak megfele-
16 szekvencia egy fragmensét alkalmazzuk.

3. Az 1. vagy a 2. igénypont szerinti eljaras, azzal
Jjellemezve, hogy bejuttatand6 szekvenciaként egy, transz-
latalt terméket a mitokondriumokba bejuttatni képes
preszekvenciat is tartalmazoé szekvenciat a juttatunk be.
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4. Eljaras az 1-3. igénypontok barmelyike szerint
elBallitott, modositott genomot tartalmaz6 Brassica-
nemzetséghez tartoz6 novény elballitaséra, azzal jelle-
mezve, hogy a novényt protoplaszt-fiziéval allitjuk eld.

5. Eljaras az 1-3. igénypontok barmelyike szerint
elallitott, modositott genomot tartalmaz6 Brassica-nem-
zetséghez tartozé nbvény eldallitaséra, azzal jellemezve,
hogy a névényt szexualis reprodukcioval allitjuk eld.

6. Eljaras az 1-3. igénypontok barmelyike szerint
elGallitott, moédositott genomot tartalmazd Brassica-
nemzetséghez tartoz6 névény elballitasira, azzal jelle-
mezve, hogy a ndvényt genomjaba torténd génbevitel
segitségével allitjuk eld.

7. A 4-6. igénypontok barmelyike szerinti eljaras,
azzal jellemezve, hogy modositott genomot tartaimazo
novényként Brassica napus fajhoz tartoz6 névényt alli-
tunk elg.

8. A 4-6. igénypontok barmelyike szerinti eljéras,
azzal jellemezve, hogy modositott genomot tartalmazd
novényként Brassica oleracea fajhoz tartozd ndvényt
allitunk eld.

9. A 4-6. igénypontok barmelyike szerinti eljaras,
azzal jellemezve, hogy modositott genomot tartalmazd
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ndvényként Brassica campestris fajhoz tartozé novényt
allitunk el8.

10. A 4-6. igénypontok barmelyike szerinti eljarés,
azzal jellemezve, hogy modositott genomot tartalmazd
névényként Brassica juncea fajhoz tartozo ndvényt alli-
tunk el6.

11. A 4-6. igénypontok barmelyike szerinti eljaras,
azzal jellemezve, hogy modositott genomot tartalmazé
novényként Brassica nigra fajhoz tartozé ndvényt alli-
tunk el§.

12. A 4-6. igénypontok barmelyike szerinti eljaras,
azzal jellemezve, hogy modositott genomot tartalmazé
novényként Brassica hirta fajhoz tartoz6é ndvényt alli-
tunk eld.

13. A 4—6. igénypontok barmelyike szerinti eljaras,
azzal jellemezve, hogy modositott genomot tartalmazéd
névényként Brassica carinata fajhoz tartozd ndvényt
allitunk elG.

14. Eljaras hibrid novények eldallitasara, azzal jelle-
mezve, hogy 7—13. igénypontok barmelyike szerint el6-
allitott névényt ugyanahhoz a fajhoz tartozd, adott eset-
ben termékenységet helyreallitoé génnel rendelkezd no-
vénnyel kereszteziink.
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