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Abstract

208 apple new breeds from Research and Breeding Institute of Pomology Holovousy, Ltd. were
screened for resistance to the apple scab. 9-point scale was used for resistance evaluation. 87,5% of
hybrids with valutation 9 —7 were considered as the resistance ones. 12,5% of hybrids with valutation
6 - 3 were stamped as sensitive ones agaist the apple scab. Each of 208 hybrids were evaluated by
means of PCR method. For majorgene V’f detection was used a pair of primers according to TARTARINI
et al. (1999). This marker documented an excellence ability for resistance markering. Its markering
ability was statistical evaluated by means of association and contingent coefficients.
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Souhrn

Bylo provedeno vyhodnoceni 208 novoslechténi jabloni ve vysadbach VSUO Holovousy s.r.o.
Z hlediska odolnosti vici strupovitosti. Pro klasifikaci odolnosti byla pouzita 9-ti bodova stupnice.
87,5% hybridl s klasifikaci 9-7 bylo povazovano za odolné. 12,5% hybridi vykazujicich stupné
odolnosti 6-3 byly oznaceny jako citlivé vici strupovitosti. VSech 208 hybridi bylo podrobeno PCR
analyze. Pro detekci majorgenu Vf byla pouzita dvojice primerd navzena TARTARINI ef al. (1999). Tento
marker prokdzal vybornou schopnost markerovat tento typ rezistence. Jeho markerovaci schopnost byla
statisticky zhodnocena s vyuzitim asociac¢nich a kontingen¢nich koeficientt.

Uvod
vyznamné choroby jabloni patii strupovitost, kterd je zplUsobena houbou Venturia inaequalis
CKE.Taxonomicky je tento patogen fazen do oddéleni vlastnich hub (Eumycota), ttidy vieckatych hub
(Ascomycetes), tadu Pseudosphaeriales. Mezi zékladni zpiisoby ochrany jabloni proti strupovitosti patii
dodrzovani agrotechnickych zasad, chemicka ochrana a rezistentni §lechténi.

Rezistence viaci strupovitosti mize byt fizena monogenné nebo polygenné. Monogenni typ
rezistence je charakteristicky pro nckteré botanické druhy rodu Malus. Segregace nachylnych a
rezistentnich potomkii vzniklych hybridizaci probihd podle Mendelovych pravidel. Vyznamnym
donorem Vf genu monogenni rezistence je jablot mnohokvétd - Malus floribunda Sieb. - klon 821.
Prvni rezistentni odriida Prima byla ziskdna na zaklad¢ mezidruhové hybridizace s Malus floribunda
Sieb. Tento gen je vnaSen rovnéz do fady odrid jabloni Ceského pivodu (VEIL ef al., 2003,
MELOUNOVA et al., 2005). Mezi dals$i majorgeny fidici rezistenci jabloni vu¢i strupovitosti patii
naptiklad gen Vm ziskany z Malus micromalus a Malus atrosanquinea, gen Vr z Malus pumila, gen Vbj
z Malus baccata jackii, gen Vb z Hansen’s baccata, gen Vx z Malus pumila ,,pitt“, gen Va z odrudy
Antonovka a gen Vg z odriidy Golden Delicious. Tyto geny se jevi jako velice nadéjné moZnosti ziskani



rezistentnich odriid. V Ceské republice se tyto geny nachazeji v nékterych materialech v ranych fazich
Slechtitelského procesu.

Pro posuzovani rezistence vuci strupovitosti ve standardnich Slechtitelskych procesech je
vyuzivano bonitovani semenackil ve sklenicich a dalSi hodnoceni ve vysadbach hybrida. Pro popis
odolnosti respektive citlivosti vii€i strupovitosti je vyuzivana obvykle devitibodova stupnice. Genotypy
hodnocené stupni 9-7 jsou povazovany za odolné. Naopak genotypy hodnocené stupni 6 a nize Ize
oznacit za citlivé.

Techniky molekuldrni biologie pfedstavuji vhodny néstroj pro pfimou detekci fady vyznamnych
gentl. Aplikace molekuldrnich marker ve Slechténi — ,,Marker Assisted Selection® ptedstavuje
vyznamnou moznost pro urychleni procesu tvorby novych odriid. TARTARINI ef al. (1999) navrhl dvojici
primert, kterda umoziuje amplifikovat kodominantni PCR (,,Polymerase Chain Reaction) primer
schopny rozliSit alelické sestavy genu Vf v analyzovanych genotypech. Optimalizaci metodického
postupu a hodnocenim ¢eskych odriid a novoslechténi jabloni s vyuzitim této techniky se vénovali VEJL
et al. (2003), MELOUNOVA et al. (2004) a MELOUNOVA et al. (2005).

Pro posuzovéani markerovaci schopnosti genetickych markert 1ze vyuzit nékolika zpisobi méteni
zavislosti kvantitativnich znakl. Koeficient asociace Q (STAVKOVA, 1989) vychazi ze skuteénych pocti
odolnych a citlivych rostlin s pfitomnosti nebo absenci markeru. Pfizptisobeny korelacni koeficient R
(STAVKOVA, 1989) je vhodny pro hodnoceni oboustranné sdruzenych znakii. Koeficient asociace V a

Pearsontiv koeficient kontingence vychézeji zhodnoceni relativnich &etnosti na principu y° testu
(CERNY et al., 1995).

Metodika

Biologicky material

Pro analyzy bylo pouzito celkem 208 nadéjnych hybridii jabloni, které byly opakované hodnoceny
ve vysadbach VSUO Holovousy s.r.0. z hlediska jejich odolnosti vii&i strupovitosti (Venturia inaequalis
CKE.). Jako donory majorgenu Vf byly v hybridnich kombinacich pouzity odriidy Florina, Freedom,
Liberty, Priam, Prima, Priscila, Red Free, Resista a Vanda. Dalsimi donory genu Vf byla fada nadéjnych
hybridii jabloni ceského a zahrani¢niho plivodu. Podrobny popis vSech hodnocenych genotypil je
k dispozici u autord tohoto ptispévku. Pro klasifikaci rezistence v polnich podminkach byla pouzita
devitibodova stupnice.

Aplikace DNA markert

Ze vsech 208 hodnocenych genotypt byla izolovana DNA s vyuzitim DNeasy Plant Mini Kit
(Qiagen, SRN). Pro posouzeni alelické sestavy genu Vf byla pouzita metoda specifické PCR s dvojici
primerd, které navrhl TARTARINI ef al. (1999). Pro vlastni detekci kodominantniho PCR markeru byl
pouzit metodicky postup podle VEIL et al. (2003) a MELOUNOVA et al. (2005).

Statistické hodnoceni vysledku

Pro statistické hodnoceni byly hodnocené genotypy setfidény do kategorie odolné nebo citlivé
podle tfech kritérii ptisnosti:

1. odolné genotypy pouze s klasifikaci 9, citlivé genotypy s klasifikaci 8 — 3.

2. odolné genotypy s klasifikaci 9 a 8, citlivé genotypy s klasifikaci 7 — 3.

3. odolné genotypy s klasifikaci 9, 8 a 7, citlivé genotypy s klasifikaci 6-3.

U téchto tii moznosti klasifikace byly aplikovan koeficient asociace Q pro hodnoceni kvalitativnich
znakl (STAVKOVA, 1989) a pfizplisobeny koeficient korelace R pro hodnoceni kvalitativnich znakt
(STAVKOVA, 1989).

U vyse definovanych tii kategorii ¢lenéni genotypt byly stanoveny procentické Cetnosti vyskytu
jedinct s pfitomnosti nebo absenci PCR markeru. Tyto Udaje byly nasledné statisticky zpracovany



pomoci neparametrickeho koeficientu asociace V (CERNY et al., 1995) a Pearsonova koeficientu
kontingence (CERNY ef al., 1995).

Na souboru ziskanych udaji byla rovnéz ovétena vhodnost vyhodnoceni markerovaci schopnosti
PCR markeru s vyuzitim standardniho korela¢niho koeficientu r. Pro tento ucel byla data zpracovana
bindrnim zplsobem. Zatazeni hybridu do skupiny odolnych genotypt bylo klasifikovano Cislici 1,
zafazeni do skupiny citlivych genotypti bylo hodnoceno ¢islem 0. Vyskyt PCR markeru u daného
genotypu byl hodnocen ¢islici 1 a absence markeru byla naopak hodnocena ¢islici 0.

Vysledky a diskuse

Hodnoceni odolnosti viié¢i strupovitosti
Ptehled hodnoceni odolnosti hybridl jabloni vii¢i strupovitosti je zpracovan v tabulce 1.

Tabulka 1: Hodnoceni odolnosti viiéi strupovitosti vybranych hybridii jabloni ve vysadbdch VSUO
Holovousy s.r.o.

Tridy odolnosti | Pocet hybridii | Relativni ¢etnost [%]
9 131 62,98
8 14 6,73
7 37 17,79
6 8 3,85
5 13 6,25
4 4 1,92
3 1 0,48

Za odolné hybridy vii¢i strupovitosti jsou v Slechtitelské praxi povazovany genotypy s hodnocenim
9 az 7, kterych bylo v hodnoceném souboru 182 (87,5%). Naopak za citlivé hybridy jsou povazovany
genotypy hodnocené 6 a nize. Téchto genotypli bylo zjisténo pouze 26 (12,5%). Vyrazna pievaha
genotypl s vysokym stupném odolnosti vii¢i strupovitosti jednoznaéné svédci o velice dobré zakladné
Ceského rezistentniho Slechténi jabloni. Nadpolovicni vétSina hodnocenych hybridd (62,98%)
vykazovala naprostou rezistenci — imunitu vii€i strupovitosti. Pro tyto hybridy je typickd ptitomnost
majorgenu Vf, ktery je celosvétoveé vyuzivan ve Slechténi jabloni rezistentnich vici strupovitosti.

Markerovani majorgenu Vftechnikou PCR

Pomoci DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, SRN) byla ze vSech 208 analyzovanych hybridi
izolovana vysokomolekularni DNA. Jeji kvalita 1 kvantita byla vhodna pro nasledné analyzy zalozené
na principu PCR. Vysledek amplifikace kodominantniho markeru Vf genu se plné¢ shodoval s udaji
TARTARINI et al. (1999), VEIL et al. (2003) a MELOUNOVA et al. (2005). Amplifikovany fragment
markerujici dominantni alelu VI mél velikost 466 bp. Fragment markerujici recesivni alelu vf dosahoval
velikosti 724 bp — obrdzek 1. Ani u jedno z hybridl nebyla zjisténa dominantné homozygotni sestava
VfVf. Heterozygotni sestava Vfvf byla zjiSténa u 143 (68,75%) hybridi. Recesivné homozygotni sestavu
genu vvf mélo 65 (31,25%) hybridl. Nulova frekvence homozygotni sestavy VfVf odpovida vysledkim,
které u zahrani¢nich i ¢eskych odrud zjistili VEIL et al. (2003) a MELOUNOVA et al. (2005). Pomérné
nizkou frekvenci dominantnich homozygoti v segregujicich potomstvech popisuje rovnéz MELOUNOVA
et al. (2004).



Obrazek 1: Elektroforeogram kodominantniho PCR markeru Vf genu pii pouZiti primerového pdaru
podle TARTARINI et al. (1999). Recesivni homozygoté jsou oznaceny Cisly 1, 7, 9, 10, 14 a 17. Zbyvajici
genotypy jsou v genu Vf heterozygotni.
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vf- 724 bp
V£ - 466 bp

M - Lambda DNA/Eco471(Avall)

V nasledujicich grafech je znazornéno roz¢lenéni genotypt podle ptitomnosti respektive absence
PCR markeru a podle zatazeni do skupiny odolnych nebo citlivych hybrida vii¢i strupovitosti.

Graf 1: Relativni Cetnosti hybridit s piitomnosti a absenci PCR markeru. V grafu je vyclenéna
kategorie hybridit zcela imunnich viiéi strupovitosti — odolnost 9
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Graf 1 byl zkonstruovan na zaklad€ vyclenéni skupiny genotypl s imunitou vici strupovitosti —
odolnost hodnocena stupném 9. Majorgen Vf neslo 90,08% imunnich hybridid. Je zajimavé, Ze vysokou
odolnost vici strupovitosti mély 1 genotypy, v jejichz genomu se majorgen Vf nevyskytoval (9,92%).
Jedna se skute¢né o genotypy, v jejichz rodokmenu nebyl pouzit donor Vf genu — Malus floribunda.
Vysoky stupent odolnosti u této skupiny genotypt byl zplisoben jinymi genetickymi mechanismy —
polygenné podminénymi. Ve skupiné hybridit s odolnosti 8-3 se nachdzelo 31,16% genotypi
s pfitomnosti markeru. Tento fakt svéd¢i o tom, Ze pfitomnost Vf genu nemusi zajiStovat uplnou
imunitu vici strupovitosti, nybrz rovnéz 1 vysoky stupen odolnosti, ktery je hodnocen stupném 8 nebo



7, jak vyplyva rovnéz z grafu 2. V hodnoceném souboru hybrida bylo zjisténo 7 (3,37%) hybridd, které
vykazovaly heterozygotni sestavu Vfvf a byly klasifikovany stupném odolnosti 8. Déle bylo zjisténo, ze
17 (8,17%) hybridl s heterozygotni sestavou Vfvf bylo hodnoceno stupném odolnosti 7.

Graf 2: Relativni Cetnosti hybridii s pritomnosti a absenci PCR markeru. V grafu je vyclenéna
kategorie hybridit vysoce odolnych viili strupovitosti — odolnosti 9 a 8
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Graf 3: Relativni Cetnosti hybridii s pritomnosti a absenci PCR markeru. V grafu je vyclenéna
kategorie hybridit vysoce odolnych viili strupovitosti — odolnosti 9 a 8
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Graf 3 odpovida piibliznému zptsobu selekce genotypii béhem Slechtitelského procesu. Jako
odolné vici strupovitosti se povazuji hybridy s hodnoceni odolnosti 9-7. Hybridy s niz$i odolnosti (6 a
mén¢) respektive s vySSi citlivosti vici strupovitosti jsou vramci klonové selekce rezistentniho
Slechténi vytazeny. Z grafu 3 rovnéz vyplyva, Ze 78,72% odolnych hybridi vykazovalo pfitomnost
majorgenu Vf. U zbyvajicich 21,28% hybridl s odolnosti vi¢i strupovitosti se predpoklada ziejmée
polygenné podminény geneticky mechanismus.

Ve skupiné genotypil vyslovené citlivych vici strupovitosti byl ziskan 1 hybrid (0,48%) opakované
hodnoceny stupném 6, ktery byl technikou PCR identifikovan jako heterozygot Vfvf. Jedna se o
ktizence HL1126, ktery vznikl vybérem z kiizeni HLII/39/3 x Florina. Cilem tohoto kiiZeni byl pfenos
majorgenu Vf zodrady Florina. Pro vysvétleni této situace, kdy hybrid s PCR detekovanym
majorgenem Vf vykazuje citlivost vici strupovitosti, 1ze pouzit neékolik hypotéz. Existuje moznost
genetické rekombinace mezi pritomnosti sekvence pfimo markerované PCR a absenci skute¢né¢ho genu
rezistence. Tuto hypotézu podporuje skutecnost, ze pro analyzy je vyuzivan vazebny PCR marker a Ze
rodicovskd odriida Florina tuto markerovanou sekvenci obsahuje. Dal$i z moznych vysvétleni mtize
vychézet z vlivu genového pozadi, které ovlivnilo expresi majorgenu Vf. Vliv genového pozadi jako
inhibitoru Vf genu vSak nebyl potvrzen u dalSich hybridi. Rovnéz nelze vyloucit spontdnni mutaci Vf
genu u tohoto genotypu.

Pro posouzeni markerovaci schopnosti byly dale pouzity testy zaloZzené na vypoctu koeficienti
asociace, kontingence a korelace. Cilem téchto test bylo urcit t€snost asociace, kontingence respektive
korelace mezi pfitomnosti PCR markeru a zafazenim genotypu mezi odolné hybridy viici strupovitosti —
tabulka 2.

Tabulka 2: Asociacni, korelacni a kontingencni koeficienty pouZité pro posouzeni markerovaci
schopnosti

Tridy hodnoceni zarazené do skupiny odolnych genotypii
9 9a8 9,8 a7

Statistické parametry

Koeficient asociace Q pro
hodnoceni kvalitativnich znaki 0,899 0,895 0,977
(STAVKOVA, 1989)

Prizpasobeny koeficient korelace

R pro hodnoceni kvalitativnich 0,600 0,597 0,529
znakii (STAVKOVA, 1989)

Neparametricky koeficient

asociace V (CERNY et al., 1995) 0,591 0,604 0,760
Pearsoniiv koeficient kontingence

(CERNY et al., 1995) 0,509 0,517 0,800
Korela¢ni  koeficient  binarné 0.600 0.571 0,525

zadanych dat

Z tabulky vyplyvé, Ze koeficienty asociace Q a V, koeficient kontingence a pfizpisobeny
koeficient korelace R vykazuji shodny trend. Minimélnich hodnot dosahuji pfi vy€lenéni skupiny zcela
imunnich hybridi (9). Naopak maximalnich hodnot dosahuji pfi roztiidéni hybrida podle Slechtitelské
praxe — do skupiny odolnych jsou zatazeny genotypy hodnocené 9, 8 a 7. Pfi takovémto rozc¢lenéni je
nejvyssi asociace mezi pritomnosti PCR markeru a zafazenim materialu do skupiny odolnych hybrida.
Cilem statistického hodnoceni bylo rovnéZz ovéfit vhodnost pouZiti standardniho korelacniho testu pro
posouzeni markerovaci schopnosti. Zadani dat binarnim zplisobem neni matematickou piekazkou pro
vypocet korelacniho koeficientu. Z tabulky 2 vSak jednoznaéné vyplyva Ze hodnoty takto stanoveného
korelacniho koeficientu nekoresponduji se vzristajicimi hodnotami asociacnich a kontingenénich
koeficientd.



Zavér

Z tohoto souhrnného piispeévku vyplyva, Ze Slechténi jabloni na rezistenci vici strupovitosti
zaujima dbleZitou pozici rovnéz v ramci Ceské republiky. Na pracovisti VSUO Holovousy s.r.o. se
nachézi bohatd kolekce materidlli v rizném Slechtitelském stupni, ktera vykazuje rezistenci fizenou
majorgenem Vf. U fady materiall je tento typ rezistence podpofen dalSimi genetickymi mechanismy.
Optimalizované PCR markery pfedstavuji vhodny nastroj pro jednoznacnou a rychlou selekci
rezistentnich genotypii. Tomuto nasvédcuje zejména fakt, ze pouze 1 hybrid z celkového poctu 208
genotypl vykazoval pfitomnost PCR markeru Vf genu a souCasné citlivost vaci strupovitosti
hodnocenou stupném 6. Ze statistického Setfeni vyplyva, ze pro posuzovani markerovaci schopnosti
PCR markerti je spravné vyuzivat neparametrické koeficienty, které vychazeji ze studia asociac¢nich
respektive kontingen¢nich vztaht.
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