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Application of molecular markers in evaluation of selected apple ge-
notypes for apple scab resistance genes

Summary

Breeding for scab resistant apple cultivars by pyramiding several genes in
the same genetic background is a promising way to control this severe disease
caused by Venturia inaequalis. To achieve this goal, molecular potential of ex-
pected parental forms should be determined. Screening of 24 genotypes used in
apple breeding program for the presence of regions, linked to the resistance to
apple scab with DNA markers flanking regions of four major genes Vi, Vbj, Vr
and Vm, was conducted in the Research Institute of Pomology and Floriculture.
All investigated resistance (R) regions were identified in evaluated population
and three clusters representing the group of the genotypes without or with sin-
gle tested R-gene and two groups of the genotypes, being the parallel donors of
3-4 R-genes, were generated.
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1. Wstep

Parch jabtoniowy, powodowany przez grzyb Venturia inaequalis
(Cook) Aderh. jest jedng z najgrozniejszych choréb jabtoni
w strefie klimatu umiarkowanego. Przez wiele lat odpornos¢ od-
mian hodowlanych jabtoni na parcha uznawano za ceche kodo-
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wang wytacznie przez gen Vf, pochodzgcy z Malus floribunda 821 (1,2). W koncu lat
80. ubiegtego wieku zaobserwowano przetamanie odpornosci w wielu odmianach
zawierajgcych gen Vf\ uznawanych za odporne na te chorobe (3). Wykrycie kolej-
nych ras V. inaegiialis (4) i identyfikacja nowych genéw warunkujacych wystepowanie
cechy odpornosci na rézne rasy patogena (5-8) zainicjowalo nowg strategie w ho-
dowli odpornosciowej, uwzgledniajgca petng analize molekularng materiatow wyjs-
ciowych (9,10). Celem tej pracy byta ocena wybranych genotypéw jabtoni z kolekciji
hodowlanej Instytutu Sadownictwa i Kwiaciarstwa pod katem obecnosci czterech
gendw warunkujgcych odporno$¢ na rézne rasy parcha jabtoni oraz préba doboru
najlepszych materiatéw wyjsciowych dla hodowli odpornosciowej tego gatunku,
prowadzonej w Instytucie Sadownictwa i Kwiaciarstwa (ISK) w Skierniewicach.

2. Materiaty i metody

Materiat do badarn stanowity rosliny 22 odmian Malus domestica o réznej podat-
nosci na parcha jabtoniowego (‘Antonéwka Zwykta’, ‘Ariwa’, ‘Gold Milenium’, ‘Free
Redstar’, ‘Golden Delicious’, ‘Gold Rush’, j-79, ‘MciIntosh’, ‘Melfree’, ‘Nova Easy-
gro’, ‘Pinova’, ‘Rajka’, ‘Reandra’, ‘Realka’, ‘Red Rome’, ‘Remura’, ‘Resi’, ‘Retina’, ‘Re-
wena’, ‘Rome Spur’, ‘Rubinola’, ‘Topaz’) oraz rosliny gatunkéw dzikich znanych
jako odporne: M. floribunda 821 i M. baccata jackii. Rosliny pochodzity z kolekcji
hodowlanej ISK. Z kazdego z wytypowanych genotypow pobrano po 2 préby (2 g
Swiezych lisci), z ktérych izolowano materiat genetyczny (genomowe DNA). Izola-
cje prowadzono metodg Aldricha i Culisa (11). Czysto$¢ i stezenie DNA w uzyska-
nych preparatach oceniano spektrofotometrycznie i na podstawie elektroforezy
w zelu agarozowym.

Fragmenty zawierajgce geny odpornosci amplifikowano w PGR ze starterami
SCAR zaprojektowanymi syntetyzowanymi na bazie sekwencji markeréw zlokalizo-
wanych na mapie genomu jabtoni (7,8,12-15). Do amplifikacji regionu kfzastosowa-
no startery: ACS03 {taagaccccacttgtttttggcatg/gaattcagagtttagtctttcaatt), ACS07 (gtgc-
caatgtaatcagagtgacgtg/atgtaggtggtgatgtatctggatt), ACS09 {acatggaagatgaaggagaaggag/ga-
taaattgagtgactgcaaagcg), AM 19 (cgtagaacggaatttgacagtg/gacaaagggcttaagtgctcc) i ALO7
{tggaagagagatccagaaagtg/catccctccacaaatgcc). Do amplifikacji regionu Vbj uzyto star-
terow K08, T06 i Z13 {gaacactgggcaaaggaaac/ taaaagccacgttctctcge; cgttcaactcataagt-
ggtcc/aagggcagaatgataaaagcc; ccctagcatgccataaaacc/ccagtggaatatttcgagg). Do amplifi-
kacji fragmentu zawierajgcego gen Vr uzyto starteréw AD 13 {ggttcctctgtaaagctag/
/ggttcctetgeccaacaa), a do namnozenia genu Vm starteréw OBP12 (ccttgacgcagctt/cctt-
gacgcatctacg). Reakcje amplifikacji prowadzono w termocyklerze PTC-200 Mj Rese-
arch (35 cykli) przy profilu termicznym 94°C przez 30 sekund, 60-67°C (zaleznie od
startera) przez 30 sekund i 72°C przez 60 sekund. Mieszanina reakcyjna (13 pl) za-
wierata 3 ng genomowego DNA, 5U Tag Polimerazy Platinium w buforze z 10 mM
MgCl2 (liwitrogen) i 5 mM kazdego startera. Produkty PGR byly rozdzielane w
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Zelu agarozowym, wybarwiane bromkiem etydyny i wizualizowane w $wietle UV.
Wielkos¢ produktéw oceniano poprzez poréwnanie z DNA faga A trawionego enzy-
mami restrykcyjnymi EcoR | i Hind il (Frementas).

3. Wyniki i dyskusja

w wyniku reakcji amplifikacji przeprowadzonej na matrycy genomowego DNA
izolowanego z réznych genotypéw Malus sp. z dziesiecioma starterami SCAR, specy-
ficznymi dla regiondéw V£, Vr, Vbj i Vm, uzyskano 15 produktoéw o dtugosci od 240 do
1300 pz (tab. 1,2).

W reakcji ze starterami ACS03, ACS07 i ACS09, specyficznymi dla fragmentow
flankujgcych region Vf (14), produkty PCR o oczekiwanej diugosci (odpowiednio:
240 pz, 320 pz i 490 pz) uzyskano dla 15 genotypow. W reakcji na matrycy DNA ros-
lin ‘Antonéwka zwykia’, ‘Red Rome’, ‘Red Spur’, ‘Golden Delicious’, ‘Mcintosh’ ‘Re-
mura’ i ‘Pinova’ produktow amplifikacji z tymi starterami nie obserwowano lub byty
to produkty uzyskane w PCR z pojedynczymi parami starteréw (np. ‘Remura’ ze star-
terami ACS03). Wyniki testow ze starterami ALO7 i M19, takze uzywanymi do flan-
kowania regionu Vfpvzy zageszczaniu mapy genomu jabtoni (13,14,16,17), potwier-
dzity obecnos$¢ pozadanego fragmentu w 14 z wymienionych genotypéw (tab. 1).
W reakcji amplifikacji na matrycy DNA wyizolowanego z tkanek tych roslin uzyski-
wano produkt o diugosci okoto 470 pz (M. fJoribunda 821, ‘Resi' i M. baccato jackii)
lub dwa produkty o dtugosci 470 pz i 720 pz. W reakcjach prowadzonych na matry-
cy genomowego DNA roslin ‘Retina’, ‘Antonéwka zwykta’, ‘Red Rome’, ‘Red Spur’,
‘Golden Delicious' i ‘MclIntosh’ uzyskano wytgcznie produkty o diugosci 720 pz.
Biorgc pod uwage fakt, ze M. floribunda jest uznanym donorem odpornosci na
wczesniej znane rasy V. inaeguaiis i donorem genu 17(18,19) oraz dane potwier-
dzajace, ze Vfjest genem dominujacym, dziedziczonym w spos6b mendlowski (20)
mozna uznaé, ze genotypy, dla ktérych uzyskano wylgcznie amplikon o dlugosci
470 pz sa odpornymi homozygotami dominujacymi (RR) (tab. 3). Do grupy donoréw
odpornosci nalezg takze heterozygoty (Rs) generujace w PCR produkty 470 i 720 pz,
podczas gdy pojedynczy produkt 720 pz wystepuje w roslinach porazanych przez
patogena. Zatozenie to znajduje potwierdzenie w wynikach badan fenotypowych
uzyskanych dla niektérych z tych odmian (3,9).
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Produkt) reakcji amplifikacji na niatr)cy DNA genot)péw z badanej populacji jabtoni ze starterami SCAR,
specyficznymi dla sekwencji flankujacych gen Vf

Analizowany
genotyp

ALO7
.Antonéwka *720
.Ariwa 470 (R), 720
Free Redstar 470 (R), 720
Gold Milenium 470 (R), 720
Gold Rush 470 (R), 720
Golden Delicious 720
J-79 470 (R), 720
M.floribmida 821 470 (R)
M. baccatajackii 470 (R)
mMcintosh 720
.Melfree 470 (R), 720
Nova Easygro 470 (R), 720
Pinova 720
Rajka 470 (R), 720
Realka 470 (R),720
Reanda 470 (R), 720
Red Rome 720
Remura 720
Resi 470 (R)
Retina 720
Rewena 470 (R), 720
Rome Spur 720
Rubinola 470 (R), 720
Topaz 470 (R), 720
R — allel warunkujacy odpornos¢.

W reakcji ze starterami specyficznymi do fragmentow DNA flankujgcych gen Vbj
(8), uzyskano produkty PCR o dtugosci okoto 740 pz i 900 pz (starter K08), 770 pz
(Z-13) i 800 pz (TO6) (tab. 2). Produkt o dlugosci 740 pz byt amplifikowany na matry-
cy DNA rosliny M. baccata jackii, bedacej donorem Vbj, na matrycy DNA 19 innych
roslin znanych jako mato podatne na parcha jabtoniowego (m.in. M. florlbunda 821,
‘Retina’, ‘Ariwa’, J-79, ‘Melfree’, ‘Gold Milenium’, ‘Free Redstar’, ‘Gold Rush’, ‘Anto-
néwka Zwykfa’, ‘Red Rome’, ‘Rome Spur' i ‘Resi’), a takze w rodlinach odmiany Mclin-
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produkty PCR (pz) uzyskane w reakcji ze starterami SCAR (5 par)

M19

530
530
530
530

530

530

530

530
530

530

530

530

530

530

530
530

Region Vf

ACS03

240
240
240
240

240
240
240

240
240
240
240
240
240

240
240
240
240

240
240

ACS07

320
320
320
320

320
320
320

320
320
320
320
320
320

320
320
320

320
320

Tabela

ACS09

490
490
490
490

490
490
490

490
490

490
490
490

490
490
490

490
490

1
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tosh, bardzo wrazliwej na porazenie przez V. inaequalis. Fragment 740 pz nie byl
namnazany w reakcjach na matiycy DNA ro$lin ‘Rubinola’, ‘Rajka’, ‘Topaz' i ‘Golden
Delicious’. Dla roslin tych, a takze dla roslin ‘Retina’, ‘Ariwa’, ‘Gold Milenium’, ‘Free
Redstar’, ‘Gold Rush' uzyskano produkt o dugosci 900 pz, amplifikowany w PGR, ale
nie sprzezony z cechg odpornosci (8). W reakcji ze starterem Z-13 produkt o oczeki-
wanej dlugosci okoto 770 pz byt namnazany w oparciu na DNA roslin ‘Gold Mile-
nium’, ‘Gold Rush’, ‘Red Rome’, ‘Rome Spur’, ‘Mcintosh’, ‘Resi’, ‘Pinova’, ‘Realka’,
‘Rewena’ oraz M. baccata jackii. W reakcji ze starterem TO06 dla zadnej z badanych
roslin nie uzyskano produktu o dilugosci 400 pz, ktéry prawdopodobnie zawiera
gen odpornosci (8), a obserwowano jedynie przypadkowo amplifikowany fragment
o dlugosci okoto 800 pz (tab. 2).

Tabela 2

Produkty reakcji amplifikacji na matrycy DNA genotypéw i badanej populacji jabtoni ze starterami SCAR,

specyficznymi dla réznych sekwencji flankujacych geny Vr, Vbj i Vm

Analizowany
genotyp

1
Antonéwka
Ariwa
Free Redstar
Gold Milenium
Gold Rush
Golden Uelicious
J-79
M. Jloribunda 821
M. baccata jackii
Mcintosh
Melfree
Nova Easygro
Pinova
Rajka
Realka
Reanda
Red Ronie
Remura
Resi

Retina

region Vr
startery AD 13
2
1100
1100
1100
950(R), 1100,1200
950(R), 1100,1200
1100
950(R), 1100,1200
1100
1100
1100
1300, 1200, 1100, 950 (R)
1100, 950 (R)
1300, 1200, 1100
1100
1100, 950 (R)
1300, 1200, 1100, 950 (R)
1100
950(R), 1100, 1300
1100, 950 (R)
1300, 1200, 1100, 950 (R)
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Produkty PGR (pz) ze starterami SCAR

startery K08
3
740 (R)
740 (R), 900
740 (R), 900
740 (R), 900
740 (R), 900
900
740 (R)
740 (R)
740 (R)
740 (R)
740 (R)
740 (R)
740 (R), 900
900
740 (R), 900
740 (R)
740 (R)
740 (R), 900
740 (R), 900
740 (R), 900

region Vbj
startery TO6
4
790
790
790
790
790

startery Z13

770 (R)
770 (R)

770 (R)

770 (R)

770 (R)

770 (R)

770 (R)

770 (R)

770 (R)

Gen Vm

starteiy Vm

6
690 (R)
690 (R)
690 (R)
690 (R)
690 (R)
690 (R)
690 (R)
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1 2 3 4 5 6

Rcwejia 1300. 1200, 1100, 950 (R) 740 (R), 900 790 770 (R) 690 (R)
Rome Spur 1100 740 (R) 790 770 (R) 690 (R)
Rubinola 1100 900 790 - 690 (R)
Topaz 1100 900 790 - 690 (R)
R — region sprz*-zony z odpornoécig na parcha jabtoniowego.

W reakcji ze starterem AD 13 specyficznym dla genu Vr z rosyjskiej siewki
R12740-7A (5,21) uzyskano produkty o dtugosci 1300, 1200, 1100 i 950 pz. Fragmen-
ty o dtugosci 1300/1200 pz, 1100 pz i 950 pz zostaly namnozone w oparciu na DNA
pochodzacym z roslin ‘Gold Milenium’, ‘Gold Rush’, j-79’, ‘Melfree’, ‘Reanda’, ‘Rewe-
na’, ‘Retina’ i ‘Remura’. Produkt o dlugosci 950 pz wystepowat takze w DNA wyizolo-
wanym z ro$lin ‘Realka’, ‘Nova Easygro’ i ‘Resi’, a produkt 1100 pz byt obecny we
wszystkich probach, pochodzacych z analizowanych genotypow. Ustalono, ze wytgcz-
nie produkt o dtlugosci 950 pz jest zwigzany z cechg odpornosci (R) na V. inaequalis,
podczas gdy pozostate produkty wystepujg takze w DNA roslin podatnych na parcha
jabtoniowego (8). W reakcji ze startem OBP12 (7) specyficznym dla genu Vm, ktérego
znanym donorem jest M. micromalus (22) produkt PGR o oczekiwanej dtugosci oko-
to 690 pz wykryto dla wszystkich testowanych roslin, z wyjatkiem M. floribunda
i M. baccata jackii (tab. 2).

Podsumowujgc przedstawione wyniki mozna stwierdzi¢, ze w testowanej popu-
lacji genotypow jabtoni obecne sg wszystkie cztery analizowane geny odpornosci na
parcha jabtoniowego (tab. 3). Rozklad tych gendéw i ich obecno$¢ zaréwno w odpor-
nych w warunkach polowych gatunkach dzikich jak tez w odmianach wykazujgcych
rézny stopien podatnosci na parcha jabtoni w testach polowych (np. ‘Antonéwka
zwykla' a ‘MciIntosh’) potwierdza réwnoczesnie zlozonos¢ zjawiska odpornosci na
te chorobe. Badania nad mechanizmami odpornosci i wytwarzaniem odmian odpor-
nych na parcha jabloniowego trwajg od wielu lat (19,23-25). Dotychczas wykryto
szes¢ gtownych gendw odpowiadajgcych za odpornos¢ na znane rasy V. inaequalis
(8). Mechanizm nie zostat jednak catkowicie rozpoznany nawet dla genu Vi, ktory
zapewnia roslinom odpornos$¢ na wiele izolatow nalezacych do pieciu ras V. inaequalis
(23). Wiadomo, ze petna, monogeniczna, Vf-zalezna odpornos¢ na parcha wystepuje
wytacznie w ozdobnej jabtoni M. floribunda 821. Odporno$¢ rosdlin nalezacych do od-
mian hodowlanych ma charakter ilosciowy, a z najnowszych badahn wynika, ze ak-
tywnos¢ genu Vfjest silnie zmodyfikowana w tych roslinach przez liczne sekwencje
modulujgce (26). Réwnolegle znanych jest ponad 70 catkowicie odpornych odmian/
/klonéw, uzyskanych w wyniku krzyzowania konwencjonalnego z donorami genu Vf
(27). Ztozonos¢ mechanizmu odpornosci na parcha znajduje takze odzwierciedlenie
w wynikach uzyskanych dla roslin odmiany Antonéwka Zwykta (donor nie badanego
w tej pracy genu /o). Red Rome i Rome Spur. Rosliny te wykazujg matg podatnos¢ na
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parcha jabtoniowego w warunkach silnej presji patogena (3), a nie stwierdzono
obecnosci genu Vfw ich genomie. Z kolei w roslinach, w ktérych genomie wystepuja
fragmenty odpowiadajgce regionom Vbj i Vm (tab. 1,2), a ktére sg znane jako silnie
porazane przez V. inaequalis (3,9), najprawdopodobniej nie obserwuje sie ekspresji
tych genéw w warunkach polowych lub odpornosc jest przetamana przez inne rasy
patogena.

4. Podsumowanie

Analiza rozktadu gendw odpornosci Vi, Vbj, Vri Vm w badanej populacji jabtoni
umozliwita wyodrebnienie trzech grup genotypow o okreslonym potencjale hodow-
lanym (rys.). Grupa | obejmowata genotypy nie zawierajgce regionéw z genami od-
pornosci (np. ‘Golden Delicious’) lub zawierajace pojedyncze regiony (np. ‘Red Ro-
me’). Grupa Il i lll obejmowaty donory trzech-czterech R-regionéw (m.in. ‘Melfree’,
‘Gold Milenium’,J-79). Genotypy z grupy Il i [l mogg stanowi¢ cenne materiaty wyjs-
ciowe dla programu hodowlanego, uwzgledniajagcego efekt odpornosci piramidalnej
(9,10).

Tabela 3

Obecnos¢ regiondéw sprzezonych z cecha odpornosci w poszczegdlnych genotypach
Analizowane genotypy Region Vf Region Vbj Region Vr Gen Vm

| 2 3 4 5
Antonéwka (ss) +1-1- - +
Ariwa -F/+/-F/+/-f (Rs) +H- - +
Free Redstar +/-FI-FI-FI-F (Rs) +H- - 4-
Gold Milenium +1+1+1+1-V (Rs) +/-/+ + 4-
Gold Rush -F/-FI-F/+/+ (Rs) +/-1+ + 4-
Golden Delicious -H-1-H (ss) -/-/- - 4
J-79 -F/+/+/-F/-F (Rs) +1-1- 4- 4-
M. fluribimda 821 -f/+/-F/+/+ (RR) +1-1- - -
M. haccata jackii +/+/-F/+/+ (RR) +H+ -
Mclintosh (ss) *f/-/+ - 4-
Melfree -F/-FI-FI-F/-1- (Rs) +1-1- + 4-
Nova Easygro -F/-FI-F/+/+ (Rs) +H- + 4
Pinova -H+I1-VI- (ss) +H+ - 4
Rajka -FI-FI-F-/+/+ (Rs) - 4-
Realka +/+/+/+/+ (Rs) +H+ + 4-
Reanda -F/-FI-F/4-I-F (Rs) +H-+ + 4
BIOTECHNOLOGIA 2 (81) 153-161 2008 159
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3 4 5
Red Korne (ss) +/-/+ - +
Remura —/-/+/-/- (s8) +/-/- 1- +
Resi +/+/-1-/+/-f (Rs) +/-/+ + +
Retina —/—/+/+/+ (sS) +/-/- + +
Rew'ena +/+1+/+1+ (Rs) +/-/+ -f +
Rome Spur (ss) +1-1+ - +
Rubinola +/+/+/+/+ (Rs) - +
Topaz +/+/+/+/+ (Rs) - +

Wigksza liczba pluséw/miniiséw w kolumnie oznacza wniki testéw z wigcej niz jedna parg starteréw. Dla regionu 5/wedtug
kolejnosci wyniki reakcji ze starterem A107, M19, ACS03, ACS07, ACS09- Dla regionu \1)j wedtug kolejnosci wyniki reakcji ze
starterem K08, T06 i Z13-

Oznaczenia dla fragmentéw uzyskanych w reakcji ze starterami Ai07: ss — homozygota recesywna podatna, Rs — hete-
rozygota dominujgca odporna, KR — homozygota dominujgca odporna.

Pinowa

Retina

Nova Easygro
J-79

Melfree

Topaz

Rajka

Rubinola

Ralka

Free Redstar
Resi

Gold Rush

Gold Milenium
Rewena

Ariwa

Reanda

M. floribunda

M. baccata jackii
Golden Delicious
RomeSpur

Red Rome
Antonéwka zwykta
Mclintosh

Remura

Rys. Dendrogram zalezno$ci miedzy badanymi genotypami jabtoni opracowany metodg UPGMA na
podstawie analizy produktéw generowanych w PCR ze starterami flankujgcymi regiony sprzezone z od-
pornosciag na parcha jabtoniowego. Obecnos$é/brak produktu zestawiono w postaci matrycy 1/0. Dystans
genetyczny (na osi odcietych) oznaczono dla kazdej pary jednostek (OTU).
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