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Abstract

Detection of genes controlling the powdery mildew (P/;) and the apple scab (Vf) resistance and
their segregation was the subject of two progenies crosses - HL 39 (Florina x Malus robusta) x
Rubinstep and HL 804 (FAW3566 x A-679-2) x HL 39 (Florina x Malus robusta). In these crosses was
discovered 52,5% (55% in the second cross) heterozygous in P/; gene and 60% (62,5%) heterozygous
in Vf gene by meas of molecular genetics markers. Presence of P/; gene was found in 6 of 11 studied
genotypes. These genotypes can be used in process of new cultivars creating.
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Souhrn

Pfedmétem studia dvou kombinac¢nich ktizeni HL 39 (Florina x Malus robusta) x Rubinstep a HL
804 (FAW3566 x A-679-2) x HL 39 (Florina x Malus robusta), byla detekce genii fidicich rezistenci
vuci padli jabloniovému (P/;) a stupovitosti (V) a jejich segregace. Pomoci molekuldrnégenetickych
markerti byla v téchto kifizenich prokazana ptfitomnost 52,5%, resp. 55% jedinct s heterozygotni
sestavou P/; genu a 60%, resp. 62,5% hybridl vykazujici heterozygotni genotyp v genu Vf. U 6 z 11
zkoumanych hybridl byla zjisténa piritomnost P/; genu. Tyto genotypy mohou byt vyuzity pii tvorbé
novych rezistentnich odrad.

Uvod

Charakteristika rezistence vugéi padli jabloiovému

Padli jabloniové, stejné jako strupovitost jabloni, patfi mezi nejvaznéjsi a nejrozsifenéjsi choroby
jabloni. Padli jablonové zplsobuje vieckovytrusa houba Podosphaera leucotricha (Ell. & Evher.)
Salm., kterd napada pupeny, kvétenstvi, listy, vétve 1 plody. Mezi nejcitlivéj$i odridy patii Jonathan,
Idared a Coxova Reneta, naproti tomu odridy Starkrimson Delicious a Lord Lambourne jsou velmi
odolné (BLAZEK, 2001).

Slechténi jabloni odolnych vi¢i patogenu Podosphaera leucotricha je velice aktualni, nebot’ se
jedna o chorobu, kterd zptusobuje zna¢né ekonomické ztraty. Vynosy napadenych stroml se snizuji,
zhorsuje se kvalita plodii a infikované stromy mayji tendenci k alternujici plodnosti (BLAZEK, 2001).

Vétsina péstovanych odrid je vic¢i padli jablonovému citlivd, a proto je nutné v komercnich
vysadbach az 17x rocné aplikovat postiiky fungicidii (BUTT et al., 1983). Alternativou k chemické
ochrang je rezistentni Slechténi. Genetické studie ukazaly, Ze vysokou hladinu rezistence nesou hybridy
pochazejici z kiizeni s nékterymi botanickymi druhy rodu Malus, a to Malus robusta, ktery je donorem
majorgenu Pl; a Malus zumi nesouci majorgen P/, (DAYTON, 1977). Mezi minoritné vyuzivané zdroje
majorgenti zodpovidajici za rezistenci vici padli jabloniového patii gen P/-w odvozeny asijské odrudy



White Angel (GALLOT et al., 1985), Pl-d ze zdroje D 12 (VISSER a VERHAEGH, 1977) a gen Pl-m
(DAYTON, 1997), které jsou vSak pouzivany pfedevs§im na uzemi Velké Britanie.

Krom¢ monogenni rezistence, kterd je fizena vysSe uvedenymi majorgeny, se také uplatiiuje
rezistence polygenni. BERGENDAL a NYBOM (1966) uvadéji jako zdroje parcidlni rezistence odrady
Golden Delicious, Lord Lambourne a Worcester Pearmain. RovnéZz VISSER et al. (1974) udava, ze
potomci kiiZzeni odriid Antonovka a Lord Lambourne vykazuji rezistenci vici padli jabloniovému.
BLAZEK a SYROVATKO (1991) uvadi vysoké zastoupeni genotypl vykazujici polygenni rezistenci
z kiizeni odrid Starkimson Delicious x Starkspur Delicious, Priscilla x Lord Lambourne. Donory
parcidlni rezistence jsou také kultivary Discovery, Malinové holovouské, Redspur Delicious, Britemac
(BLAZEK, 2004).

Pro identifikaci a selekci genotypti se ve Slechténi vyuzivd nékolika typli markerd. Nejcastéji
aplikované, a to i ve Slechtitelské praxi, jsou PCR markery zaloZzené na principech polymerazové
fetézové reakce, které umoznuji rychlou a jasnou detekci studovanych gent a piipadnou selekci
genotypu ve velmi ranych stadiich ontogeneze. Proces selekce, kterd vyuziva téchto markerti, se bézné
oznacuje jako MAS ,,Marker Assisted Selection® — markery asistovana selekce.

Markery uzivané pro studium choroby zptsobovanou askomycetou Podosphaera leucotricha se
zam&fuji predev§im na detekci jednotlivych majorgent. Jako prvni byl publikovan RAPD marker
OPAT 20 (MARKUSSEN et al., 1995), ktery je v tésné vazbé (4,5 cM) s majorgenem P/;, ktery byl
nalezen v botanickém druhu Malus robusta. Genetické markery detekujici gen Pl plvodem
z botanického druhu Malus zumi charakterizovali SEGLIAS a GESSLER (1997). JAMES et al. (2004)
publikoval sekvenci dvojice PCR primerli pro detekci genu Pl-d, zndma je 1 sekvence primerd pro
identifikaci genotypt nesouci gen Pl-w z genového zdroje White Angel (EVANS et al., 2003).

V Ceské republice, ve VSUO Holovousy, s.r.o., jsou rovnéz pfipravovany genetické materialy,
které ve svém genomu maji gen P/; zodpovédny za rezistenci vici padli jabloiovému. Tyto genotypy
byly podrobeny molekularn¢ genetické analyze pomoci PCR — RAPD markeru.

Charakteristika rezistence vici strupovitosti jabloni

Strupovitost je zplisobena vieckatou houbou Venturia inaequalis CKE., ktera je schopna napadat
vSechny organy stromu mimo kotent. Jeji konidiovd forma znama pod starSim jménem Fusicladium
dendriticum Fckl. parazituje na listech, kvétech, plodech a vétvich.

Rezistentni §lechténi je velice efektivnim zplisobem ochrany pied timto patogenem. Péstovani
rezistentnich odrid jabloni méa velky vyznam rovnéz z ekologického hlediska - vyrazné omezeni
fungicidnich ptipravki i z hlediska ekonomického - omezeni aplikace pracovné naro¢nych posttiki.

DVORAK et al. (1976) popisuje dva zékladni typy rezistence jabloni vici Venturia inaequalis CKE.
Jako prvni typ uvadi kvalitativni - monogenné zalozenou rezistenci, ktery je charakteristicky pro
nékteré botanické druhy rodu Malus. Segregace nachylnych a rezistentnich potomkl vzniklych
hybridizaci probih4 podle Mendelovych pravidel. Vyznamnym donorem genu vyse popsané rezistence
je jabloit mnohokvéta - Malus floribunda Sieb. - klon 821.

Na zakladé mezidruhové hybridizace s Malus floribunda Sieb. byla ziskdna prvni rezistentni
odrtida Prima (DAYTON et al., 1970). V soucasné dob¢ lze uvést ze svétového sortimentu napiiklad tyto
odridy s monogenné zalozenou rezistenci: Britegold, Dayton, Enterprise, Freedom, Goldrush, Jonaftree,
Liberty, Macfree, McShay, Moira, Murray, Nova Easygro, Florina, Nova Mac, Nova Spy, Priam,
Prima, Priscilla, Redfree, Richelieu, Rouville, Sir Prize, Trent, William’s Pride. U star$ich odrtd jabloni
¢eského pivodu je odolnost vii€i strupovitosti zalozena obvykle polygenné (VONDRACEK, 1960).
V soucasné dobé je viak i v Ceské republice b&zné provadéno §lechténi na monogenné zaloZenou
rezistenci jabloni vii¢i strupovitosti s vyuzitim genti pochazejicich z Malus floribunda Sieb.

Ve slechtitelskych programech mohou byt kromé genu Vf vyuzity 1 jiné geny pro ziskani rezistence
vuci strupovitosti. Jedna se naptiklad o geny Va, Vm, Vr, Vbj. Donorem genu Vm je botanicky druh
Malus micromalus. Kvalita genotypli s rezistenci podminénou uvedenymi geny je obvykle nizsi



(KELLERHALS a FURRER, 1994). Tyto geny byly vyuzZity rovnéz v Ceské republice pro tvorbu
rezistentnich odrtid vici strupovitosti. Naslednou selekci byly ziskdny naptiklad rezistentni odridy
Angold a Produkta. Donorem genl rezistence byla odrida Antonovka (BLAZEK, 1995, BLAZEK a
PAPRSTEIN, 1994).

Dal§im typem rezistence jabloni vic¢i strupovitosti je polygenné determinovand rezistence.

vvvvv

rezistence.

Soucasné s vyvojem rezistentnich genotypil jabloni byl zjistén i vyvoj ras Venturia inaequalis
CKE., které se vyznacuji patogenitou vici genotyplim se zndmymi majorgeny rezistence (PARISI et al.,
1993, URBANIETZ ef al. 1999). Tyto zavéry potvrdili rovnéZ PARISI a LESPINASSE (1999), ktefi navic
zjistili, ze rasa nenapadad donory rezistence nesouci geny Vbj, Va a Vr. CROSBY et al. (1992) uvadi, ze
donorem genu Vr je jablon nizkd - Malus pumila Mill., genu V}; jablonl bobulnata - M. baccata Borkh.
Jackii a genu Vb M. baccata Borkh. Hansen’s.

Posuzovani rezistence ve sklenikovych podminkach se bézné provadi pomoci inokula¢nich testt,
které simuluji optimélni podminky pro rozvoj houbové choroby a na jejichz zdkladé probiha primarni
selekce. Po jejim provedeni nasleduje selekce sekundarni — pomoci molekularnich markerd.

Metodika

Rostlinny material

Pro genetické analyzy byla pouzita dvé kombinacniho kiizeni: HL 39 (Florina x Malus robusta) x
Rubinstep a HL 804 x HL 39 (Florina x Malus robusta), u kterych byla provedena detekce V'fa Pl; genu
a 11 potenciondlnich donorti — tabulka 2, u kterych byla studovéna pfitomnost P/; genu. Veskery
hodnoceny material pochazel z Vyzkumného a Slechtitelského ustavu ovocnaiského v Holovousich,
s.r.o. Pro molekularnégenetické ucely byly odebrany cerstvé mladé listy, které byly po sbéru ihned
skladovany v transportnim mrazicim boxu a nasledn¢ zmrazovany v tekutém dusiku.

Izolace DNA

Izolace DNA byla provedena pomoci DNeasy Plant Mini Kitu (Qiagen, SRN). Pro izolaci jednoho
vzorku postacuje mnozstvi 100 mg rostlinného materidlu. Kvalita (vysokomolekularita) a kvantita
(koncentrace a cCistota) DNA byla hodnocena UV-spektofotometricky a elektroforeticky na 1%
agar6zovém gelu.

Ampilifikace Pl, genu

Pro detekcei PI; genu ve studovanych genotypech byl pouzit RAPD primer OPAT 20 (5" ACA TCA
GCC C 37) podle (MARKUSSEN et al., 1995) poskytujici charakteristicky fragment dominantni alely o
velikosti 450 bp. Podminky amplifikace a koncentrace vychozich slozek premixu byly modifikovany na
nasledujici: koncentrace templatové dsDNA 2ng/ 25ul, 2,5 mM MgCl,, primer 30 ng/25ul, 0,28 dNTP,
0,7 U polymerazy (Fermentas, Litva). Amplifikace probihala v T-Gradient thermocykleru (Biometra,
SRN) pii téchto reak¢énich podminkach: 1 cyklus (94 °C — 180 s, 35 °C — 45 s, 72 °C — 60 s), 40 cykla
(94°C—-205s,35°C—-45s,72°C—-60s), 1 cyklus (72 °C — 360 s).

Amplifikovany RAPD produkt byl obarven ethidium bromidem a separovan v 1,5% horizontalnim
agar6zovém gelu pii konstatnim napéti 3,3 V. cm™ po dobu 150 minut (Bio-Rad, USA).

Amplifikace Vf genu

Detekce Vf genu byla provedena podle metodiky TARTARINI et al. (1999), VEIL et al.(2003) a
MELOUNOVA et al. (2004).



Vysledky a diskuse

Detekce a segregace Pl; genu

Pl; gen byl detekovan na zdklad€ pouziti RAPD reakce. Metoda podle MARKUSSEN et al. (1995)
byla optimalizovana fadou pokust, jejichz vysledekem byla stile totoznd velikost amplifikovaného
fragmentu 540 bp. SloZeni premixu a teplotni profil reakce byl upraven. V ptipadé€ teplotniho profilu
byla zachovana annelac¢ni teplota, ale teplota denaturace templatové DNA byla o 1 °C snizena z diivodu
pouziti jiného termocykleru a odlisné termostabilni DNA polymerazy. Koncentrace vychozich slozek
premixu byly upraveny tak, aby vedly ke vétSimu zvyraznéni amplifikovaného produktu.
Elektroforeogram casti analyzované kombinace HL 39 x Rubinstep piestavuje obrazek 1.

Obrazek 1: Elektroforeogram kombinace HL 39 x Rubinstep
1 23 4 56 7 8 910 1112 13 1415 16 M

M - hmotnostni standard - Lambda DNA - Eco 471 (Avall)
Pl,-450 bp

Ptitomnost P/; genu byla vyhodnocovana u dvou kombina¢nich kiiZzeni: HL 39 x Rubinstep a
HL 804 x HL 39, vobou kombinacich se analyza provadéla u 40 reprezentativnich semenacki.
Donorem dominantni alely P/; genu byl v prvnim kiizeni hybrid HL 39 nesouci tuto alelu ziejmé
v heterozygotni sestavé (Pl;pl;), ktery byl pouzit jako matefska komponenta. Otcovsky genotyp
Rubinstep je citlivy vici padli a mé genotyp p/;pl/;. V druhém kiiZeni byl jako matetsky genotyp pouzit
hybrid HL 804 (pl;pl;), ktery je rovnéz citlivy vaci padli. Jako otcovska komponenta byl pouzit jiz
zminény rezistentni hybrid HL 39. Ob& dvé kiiZeni tudiZ predpokladala St€peni potomstva na
heterozygoty a recesivni homozygoty v poméru 1:1. Experimentalné bylo potvrzeno 21 (52,5%)
heterozygotnich hybrida a 19 (47,5%) recesivnich homozygoti v kiizeni HL 39 x Rubinstep a 22 (55%)
heterozygoti a 18 (45%) recesivnich homozygoti v kiizeni HL 804 x HL 39. y* bylo zjiiténo, Ze u
prvni hybridni kombinace se zjiStény Stépny pomér shodoval s teoretickym pomérem
s pravdépodobnosti P € (0,3 — 0,5). U druhé hybridni kombinace byla pravdépodobnost shody P € (0,5
— 0,7) - tabulka 1. Segregaci alel vtomto poméru odpovida i skutecnosti, Ze semenacky nebyly
selektovany na zéklad¢ umélé inokulace, nebot’ izolaty Podosphaera leucotricha nejsou k dispozici.

Tabulka 1: Studium segregace genu Pl; v hybridnich kombinacich

Rodicovska generace Tevmv'etlc’ky Slv(litem’ly , | Pravdépodobnost
Matei'sky genot Otcovsky genot Stepny Stepny = P
a ye yp ye yp pomér F; | pomér F;
HL39 .
(Florina x M. robusta) Rubinstep 20 PLiply | 21 PLiph 0,4 (0,5-0,7)
plipl; 20plipl; | 19 plipl;
Pl )i pl 1
HL39
HL804 .
(FAW3566 x A-679-2) | (Flornax M. 20 PLipli | 22 PLipl | 55| (9305
robusta) 20 pl;pl; | 18 pl;pl;
pLipl;
Pl )i pl )i




Pomoci RAPD markeru OPAT 20 byly rovnéz analyzovany nasledujici hybridy HL 37, HL 39, HL
424, HL 428, HL 429, HL 431, HL 791, HL 793, HL 796, HL 807 a HL 827 — tabulka 2, které by
mohly byt potencionalnimi zdroji P/; genu pro tvorbu rezistentnich novoslechténi vaci padli.
Molekularnégeneticka analyza jasné prokézala, Zze genotypy HL 37, HL 39, HL 424, HL 428, HL 429,
HL 431 maji ve svém genomu dominantni alelu P/; genu pochazejici z Malus robusta, ktera je jejim
primarnim zdrojem. Donorem P/; genu je rovnéz i genotyp A 814/9, zatimco genotypy FAW 3566 a A
679-2 donory P/; genu nejsou.

Tabulka 2: Pivod hybridi jabloni — potencidlnich donorit Pl; genu

Puvod Sestava Pl ; genu

Genotyp

HL 37 Florina x Malus robusta Plpl;
HL 39 Florina x Malus robusta Plipl,
HL 424 Florina x Malus robusta Plipl;
HL 428 Florina x A-814/9 Plipl,
HL 429 Florina x A-814/9 Plipl,
HL 431 Florina x A-814/9 Plipl;
HL 791 FAW 3566 x A-679-2 plipl;
HL 793 FAW 3566 x A-679-2 plipl;
HL 796 FAW 3566 x A-679-2 plipl;
HL 807 FAW 3566 x A-679-2 plipl;
HL 827 FAW 3566 x A-679-2 plipl;

Detekce a segregace Vf genu

Molekularnégenetické analyzy prokazujici pfitomnost Vf genu byly provedeny na zakladé
optimalizovanych postupti podle VEIL et al. (2003) a MELOUNOVA et al. (2004), ktefi pouzili dvojici
kodominantniho primeru navrzeného dle TARTARINI et al. (1999) pro detekci dominantni, heterozygotni
1 recesivni sestavy Vf genu. Dominantni alela se po amplifikaci vyznacuje charakteristickou velikosti
466 bp a recesivni alela je podminéna vyskytem fragmentu o velikosti 724 bp. Pti analyzach detekce Vf
genu byly ziskany fragmenty velikostné shodnych s vysledky publikovanych podle TARTARINI et al.
(1999).

Donorem dominantni alely Vf genu byl hybrid HL 39 (Florina x Malus robusta), konkrétné odruda
Florina (Vfvf). Odrtida Rubinstep (v/vf) a hybrid FAW3566 (vfvf) dominatni alelou Vf genu nedisponuyji.
V ktizeni HL 39 x Rubinstep bylo detekovano 24 (60%) genotypt s heterozygotni sestavou, zbyvajicich
16 (40%) mélo recesivni sestavu Vf genu. Vysledek segregace alel odpovida s pravdépodobnosti Pe(0,1
—0,3) teoretickému $tépnému pomeru 1:1.

Kiizeni HL 804 x HL 39 ptedstavuje po genetické strance kiizeni recesivniho homozygota a
heterozygota v genu Vf's ocekavanym st€pnym pomérem 1:1. Genetické analyzy odhalily pfitomnost 25
(62,5%)jedincti nesouci Vf gen v heterozygotni sestavé a 15 (37,5%) recesivné homozygotnich jedinct,
coz s pravdépodobnosti Pe (0,1 — 0,3) odpovida predpokladanému $tépnému pomeru.

U téchto dvou analyzovanych kiiZeni byla provedena inokulace izolaty Venturia inaeqaulis CKE. a
provedena nasledna selekce senzitivnich genotypti. Vysledky molekularnégenetické analyzy ukazuji, ze
pfesto byly nalezeny genotypy s recesivni formou genu VY, coz predstavuje v ptipad¢ kiizeni HL 39 x
Rubinstep zastoupeni 40% vfvf jedincii, resp. u kombinace HL 804 x HL 39 37,5% vfvf jedinct. Tato
skutecnost je pravdépodobné zpiisobena nevyraznou reakci rostliny na pfitomnost patogena, piipadné
pomalym rozvojem infekce po provedené inokulaci. Statistické vyhodnoceni segregace markert je
prezentovano v tabulce 3.



Tabulka 3: Studium segregace genu Vf'v hybridnich kombinacich

Rodicovska generace i kv nv
Te;g;?};ky S;%?:;y X2 Pravdépodobnost
Matersky genotyp Otcovsky genotyp pomér F, pomér F; P
HL39 .
. Rubinstep 20 Vif 24 Vvf
(Florina x M. robusta) Wfof 20 vfof 16 v 1,6 (0,1-0,3)
Ve
HL804 HL39
(FAW3566 x A-679-2) | (Florina x M. robusta) 22% fovvjf: 2155 fovvjf: 2.5 (0,1-0.3)
vivf Vv
Zavér

Uvedené vysledky ukazuji, ze pouziti molekularnégenetickych markerti zalozenych na principu
PCR reakce predstavuje velmi efektivni metodu, pomoci které je mozno detekovat geny Vfa Pl; a na
jejim zékladé provadét selekei genotypti i ve velmi ¢asném stadiu vyvoje semenackl. Takovyto zplisob
selekce je mozny kdykoliv, a to 1 bez predchéazejicich inokulacnich testi. Ve studovanych kombinacnich
ktizeni HL 39 (Florina x Malus robusta) x Rubinstep a HL 804 (FAW3566 x A-679-2) x HL 39
(Florina x Malus robusta) byla prokdzana ptitomnost 47,5% resp. 45% heterozygotnich hybridnich
genotypu vykazujici PI; gen a 60%, resp. 62,5% genotypl s heterozygotni sestavou Vf genu, které
mohou byt vyuZity pro tvorbu novych rezistentnich odrad.
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