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S u m m a r y

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 Vf, 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. Wstêp

Parch jab³oniowy, powodowany przez grzyb Venturia inaequalis

(Cook) Aderh. jest jedn¹ z najgroŸniejszych chorób jab³oni
w strefie klimatu umiarkowanego. Przez wiele lat odpornoœæ od-
mian hodowlanych jab³oni na parcha uznawano za cechê kodo-
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wan¹ wy³¹cznie przez gen Vf, pochodz¹cy z Malus floribunda 821 (1,2). W koñcu lat
80. ubieg³ego wieku zaobserwowano prze³amanie odpornoœci w wielu odmianach
zawieraj¹cych gen Vf i uznawanych za odporne na tê chorobê (3). Wykrycie kolej-
nych ras V. inaequalis (4) i identyfikacja nowych genów warunkuj¹cych wystêpowanie
cechy odpornoœci na ró¿ne rasy patogena (5-8) zainicjowa³o now¹ strategiê w ho-
dowli odpornoœciowej, uwzglêdniaj¹c¹ pe³n¹ analizê molekularn¹ materia³ów wyjœ-
ciowych (9,10). Celem tej pracy by³a ocena wybranych genotypów jab³oni z kolekcji
hodowlanej Instytutu Sadownictwa i Kwiaciarstwa pod k¹tem obecnoœci czterech
genów warunkuj¹cych odpornoœæ na ró¿ne rasy parcha jab³oni oraz próba doboru
najlepszych materia³ów wyjœciowych dla hodowli odpornoœciowej tego gatunku,
prowadzonej w Instytucie Sadownictwa i Kwiaciarstwa (ISK) w Skierniewicach.

2. Materia³y i metody

Materia³ do badañ stanowi³y roœliny 22 odmian Malus domestica o ró¿nej podat-
noœci na parcha jab³oniowego (‘Antonówka Zwyk³a’, ‘Ariwa’, ‘Gold Milenium’, ‘Free
Redstar’, ‘Golden Delicious’, ‘Gold Rush’, J-79, ‘McIntosh’, ‘Melfree’, ‘Nova Easy-
gro’, ‘Pinova’, ‘Rajka’, ‘Reandra’, ‘Realka’, ‘Red Rome’, ‘Remura’, ‘Resi’, ‘Retina’, ‘Re-
wena’, ‘Rome Spur’, ‘Rubinola’, ‘Topaz’) oraz roœliny gatunków dzikich znanych
jako odporne: M. floribunda 821 i M. baccata jackii. Roœliny pochodzi³y z kolekcji
hodowlanej ISK. Z ka¿dego z wytypowanych genotypów pobrano po 2 próby (2 g
œwie¿ych liœci), z których izolowano materia³ genetyczny (genomowe DNA). Izola-
cjê prowadzono metod¹ Aldricha i Culisa (11). Czystoœæ i stê¿enie DNA w uzyska-
nych preparatach oceniano spektrofotometrycznie i na podstawie elektroforezy
w ¿elu agarozowym.

Fragmenty zawieraj¹ce geny odpornoœci amplifikowano w PCR ze starterami
SCAR zaprojektowanymi syntetyzowanymi na bazie sekwencji markerów zlokalizo-
wanych na mapie genomu jab³oni (7,8,12-15). Do amplifikacji regionu Vf zastosowa-
no startery: ACS03 (taagaccccacttgtttttggcatg/gaattcagagtttagtctttcaatt), ACS07 (gtgc-

caatgtaatcagagtgacgtg/atgtaggtggtgatgtatctggatt), ACS09 (acatggaagatgaaggagaaggag/ga-

taaattgagtgactgcaaagcg), AM19 (cgtagaacggaatttgacagtg/gacaaagggcttaagtgctcc) i AL07
(tggaagagagatccagaaagtg/catccctccacaaatgcc). Do amplifikacji regionu Vbj u¿yto star-
terów K08, T06 i Z13 (gaacactgggcaaaggaaac/ taaaagccacgttctctcgc; cgttcaactcataagt-

ggtcc/aagggcagaatgataaaagcc; ccctagcatgccataaaacc/ccagtggaatatttcgagg). Do amplifi-
kacji fragmentu zawieraj¹cego gen Vr u¿yto starterów AD13 (ggttcctctgtaaagctag/

/ggttcctctgcccaacaa), a do namno¿enia genu Vm starterów 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 (zale¿nie od
startera) przez 30 sekund i 72°C przez 60 sekund. Mieszanina reakcyjna (13 �l) za-
wiera³a 3 ng genomowego DNA, 5U Taq Polimerazy Platinium w buforze z 10 mM
MgCl2 (Invitrogen) i 5 mM ka¿dego startera. Produkty PCR by³y rozdzielane w 1%
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¿elu agarozowym, wybarwiane bromkiem etydyny i wizualizowane w œwietle UV.
Wielkoœæ produktów oceniano poprzez porównanie z DNA faga � trawionego enzy-
mami restrykcyjnymi EcoR I i Hind III (Frementas).

3. Wyniki i dyskusja

W wyniku reakcji amplifikacji przeprowadzonej na matrycy genomowego DNA
izolowanego z ró¿nych genotypów Malus sp. z dziesiêcioma starterami SCAR, specy-
ficznymi dla regionów Vf, Vr, Vbj i Vm, uzyskano 15 produktów o d³ugoœci od 240 do
1300 pz (tab. 1,2).

W reakcji ze starterami ACS03, ACS07 i ACS09, specyficznymi dla fragmentów
flankuj¹cych region Vf (14), produkty PCR o oczekiwanej d³ugoœci (odpowiednio:
240 pz, 320 pz i 490 pz) uzyskano dla 15 genotypów. W reakcji na matrycy DNA roœ-
lin ‘Antonówka zwyk³a’, ‘Red Rome’, ‘Red Spur’, ‘Golden Delicious’, ‘McIntosh’ ‘Re-
mura’ i ‘Pinova’ produktów amplifikacji z tymi starterami nie obserwowano lub by³y
to produkty uzyskane w PCR z pojedynczymi parami starterów (np. ‘Remura’ ze star-
terami ACS03). Wyniki testów ze starterami AL07 i M19, tak¿e u¿ywanymi do flan-
kowania regionu Vf przy zagêszczaniu mapy genomu jab³oni (13,14,16,17), potwier-
dzi³y obecnoœæ po¿¹danego fragmentu w 14 z wymienionych genotypów (tab. 1).
W reakcji amplifikacji na matrycy DNA wyizolowanego z tkanek tych roœlin uzyski-
wano produkt o d³ugoœci oko³o 470 pz (M. floribunda 821, ‘Resi’ i M. baccata jackii)
lub dwa produkty o d³ugoœci 470 pz i 720 pz. W reakcjach prowadzonych na matry-
cy genomowego DNA roœlin ‘Retina’, ‘Antonówka zwyk³a’, ‘Red Rome’, ‘Red Spur’,
‘Golden Delicious’ i ‘McIntosh’ uzyskano wy³¹cznie produkty o d³ugoœci 720 pz.
Bior¹c pod uwagê fakt, ¿e M. floribunda jest uznanym donorem odpornoœci na
wczeœniej znane rasy V. inaequalis i donorem genu Vf (18,19) oraz dane potwier-
dzaj¹ce, ¿e Vf jest genem dominuj¹cym, dziedziczonym w sposób mendlowski (20)
mo¿na uznaæ, ¿e genotypy, dla których uzyskano wy³¹cznie amplikon o d³ugoœci
470 pz s¹ odpornymi homozygotami dominuj¹cymi (RR) (tab. 3). Do grupy donorów
odpornoœci nale¿¹ tak¿e heterozygoty (Rs) generuj¹ce w PCR produkty 470 i 720 pz,
podczas gdy pojedynczy produkt 720 pz wystêpuje w roœlinach pora¿anych przez
patogena. Za³o¿enie to znajduje potwierdzenie w wynikach badañ fenotypowych
uzyskanych dla niektórych z tych odmian (3,9).

Zastosowanie markerów molekularnych do oceny genotypów jab³oni pod k¹tem odpornoœci na parcha

BIOTECHNOLOGIA 2 (81) 153-161 2008 155



T a b e l a 1

Produkty reakcji amplifikacji na matrycy DNA genotypów z badanej populacji jab³oni ze starterami SCAR,

specyficznymi dla sekwencji flankuj¹cych gen Vf

Analizowany
genotyp

Region Vf

produkty PCR (pz) uzyskane w reakcji ze starterami SCAR (5 par)

AL07 M19 ACS03 ACS07 ACS09

Antonówka 720 – – – –

Ariwa 470 (R), 720 530 240 320 490

Free Redstar 470 (R), 720 530 240 320 490

Gold Milenium 470 (R), 720 530 240 320 490

Gold Rush 470 (R), 720 530 240 320 490

Golden Delicious 720 – – – –

J-79 470 (R), 720 530 240 320 490

M. floribunda 821 470 (R) 530 240 320 490

M. baccata jackii 470 (R) 530 240 320 490

McIntosh 720 – – – –

Melfree 470 (R), 720 530 240 320 490

Nova Easygro 470 (R), 720 530 240 320 490

Pinova 720 – 240 320 –

Rajka 470 (R), 720 530 240 320 490

Realka 470 (R),720 530 240 320 490

Reanda 470 (R), 720 530 240 320 490

Red Rome 720 – – – –

Remura 720 – 240 – –

Resi 470 (R) 530 240 320 490

Retina 720 – 240 320 490

Rewena 470 (R), 720 530 240 320 490

Rome Spur 720 – – – –

Rubinola 470 (R), 720 530 240 320 490

Topaz 470 (R), 720 530 240 320 490

R — allel warunkuj¹cy odpornoœæ.

W reakcji ze starterami specyficznymi do fragmentów DNA flankuj¹cych gen Vbj

(8), uzyskano produkty PCR o d³ugoœci oko³o 740 pz i 900 pz (starter K08), 770 pz
(Z-13) i 800 pz (T06) (tab. 2). Produkt o d³ugoœci 740 pz by³ amplifikowany na matry-
cy DNA roœliny M. baccata jackii, bêd¹cej donorem Vbj, na matrycy DNA 19 innych
roœlin znanych jako ma³o podatne na parcha jab³oniowego (m.in. M. floribunda 821,
‘Retina’, ‘Ariwa’, J-79, ‘Melfree’, ‘Gold Milenium’, ‘Free Redstar’, ‘Gold Rush’, ‘Anto-
nówka Zwyk³a’, ‘Red Rome’, ‘Rome Spur’ i ‘Resi’), a tak¿e w roœlinach odmiany McIn-
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tosh, bardzo wra¿liwej na pora¿enie przez V. inaequalis. Fragment 740 pz nie by³
namna¿any w reakcjach na matrycy DNA roœlin ‘Rubinola’, ‘Rajka’, ‘Topaz’ i ‘Golden
Delicious’. Dla roœlin tych, a tak¿e dla roœlin ‘Retina’, ‘Ariwa’, ‘Gold Milenium’, ‘Free
Redstar’, ‘Gold Rush’ uzyskano produkt o d³ugoœci 900 pz, amplifikowany w PCR, ale
nie sprzê¿ony z cech¹ odpornoœci (8). W reakcji ze starterem Z-13 produkt o oczeki-
wanej d³ugoœci oko³o 770 pz by³ namna¿any w oparciu na DNA roœlin ‘Gold Mile-
nium’, ‘Gold Rush’, ‘Red Rome’, ‘Rome Spur’, ‘McIntosh’, ‘Resi’, ‘Pinova’, ‘Realka’,
‘Rewena’ oraz M. baccata jackii. W reakcji ze starterem T06 dla ¿adnej z badanych
roœlin nie uzyskano produktu o d³ugoœci 400 pz, który prawdopodobnie zawiera
gen odpornoœci (8), a obserwowano jedynie przypadkowo amplifikowany fragment
o d³ugoœci oko³o 800 pz (tab. 2).

T a b e l a 2

Produkty reakcji amplifikacji na matrycy DNA genotypów z badanej populacji jab³oni ze starterami SCAR,

specyficznymi dla ró¿nych sekwencji flankuj¹cych geny Vr, Vbj i Vm

Analizowany
genotyp

Produkty PCR (pz) ze starterami SCAR

region Vr region Vbj Gen Vm

startery AD13 startery K08 startery T06 startery Z13 startery Vm

1 2 3 4 5 6

Antonówka 1100 740 (R) 790 – 690 (R)

Ariwa 1100 740 (R), 900 790 – 690 (R)

Free Redstar 1100 740 (R), 900 790 – 690 (R)

Gold Milenium 950(R), 1100,1200 740 (R), 900 790 770 (R) 690 (R)

Gold Rush 950(R), 1100,1200 740 (R), 900 790 770 (R) 690 (R)

Golden Delicious 1100 900 790 – 690 (R)

J-79 950(R), 1100,1200 740 (R) 790 – 690 (R)

M. floribunda 821 1100 740 (R) 790 – –

M. baccata jackii 1100 740 (R) 790 770 (R) –

McIntosh 1100 740 (R) 790 770 (R) 690 (R)

Melfree 1300, 1200, 1100, 950 (R) 740 (R) 790 – 690 (R)

Nova Easygro 1100, 950 (R) 740 (R) 790 – 690 (R)

Pinova 1300, 1200, 1100 740 (R), 900 790 770 (R) 690 (R)

Rajka 1100 900 790 – 690 (R)

Realka 1100, 950 (R) 740 (R), 900 790 770 (R) 690 (R)

Reanda 1300, 1200, 1100, 950 (R) 740 (R) 790 770 (R) 690(R)

Red Rome 1100 740 (R) 790 770 (R) 690 (R)

Remura 950(R), 1100, 1300 740 (R), 900 790 – 690 (R)

Resi 1100, 950 (R) 740 (R), 900 790 770 (R) 690 (R)

Retina 1300, 1200, 1100, 950 (R) 740 (R), 900 790 – 690 (R)
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1 2 3 4 5 6

Rewena 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 sprzê¿ony z odpornoœci¹ na parcha jab³oniowego.

W reakcji ze starterem AD13 specyficznym dla genu Vr z rosyjskiej siewki
R12740-7A (5,21) uzyskano produkty o d³ugoœci 1300, 1200, 1100 i 950 pz. Fragmen-
ty o d³ugoœci 1300/1200 pz, 1100 pz i 950 pz zosta³y namno¿one w oparciu na DNA
pochodz¹cym z roœlin ‘Gold Milenium’, ‘Gold Rush’, ‘J-79’, ‘Melfree’, ‘Reanda’, ‘Rewe-
na’, ‘Retina’ i ‘Remura’. Produkt o d³ugoœci 950 pz wystêpowa³ tak¿e w DNA wyizolo-
wanym z roœlin ‘Realka’, ‘Nova Easygro’ i ‘Resi’, a produkt 1100 pz by³ obecny we
wszystkich próbach, pochodz¹cych z analizowanych genotypów. Ustalono, ¿e wy³¹cz-
nie produkt o d³ugoœci 950 pz jest zwi¹zany z cech¹ odpornoœci (R) na V. inaequalis,
podczas gdy pozosta³e produkty wystêpuj¹ tak¿e w DNA roœlin podatnych na parcha
jab³oniowego (8). W reakcji ze startem OBP12 (7) specyficznym dla genu Vm, którego
znanym donorem jest M. micromalus (22) produkt PCR o oczekiwanej d³ugoœci oko-
³o 690 pz wykryto dla wszystkich testowanych roœlin, z wyj¹tkiem M. floribunda

i M. baccata jackii (tab. 2).
Podsumowuj¹c przedstawione wyniki mo¿na stwierdziæ, ¿e w testowanej popu-

lacji genotypów jab³oni obecne s¹ wszystkie cztery analizowane geny odpornoœci na
parcha jab³oniowego (tab. 3). Rozk³ad tych genów i ich obecnoœæ zarówno w odpor-
nych w warunkach polowych gatunkach dzikich jak te¿ w odmianach wykazuj¹cych
ró¿ny stopieñ podatnoœci na parcha jab³oni w testach polowych (np. ‘Antonówka
zwyk³a’ a ‘McIntosh’) potwierdza równoczeœnie z³o¿onoœæ zjawiska odpornoœci na
tê chorobê. Badania nad mechanizmami odpornoœci i wytwarzaniem odmian odpor-
nych na parcha jab³oniowego trwaj¹ od wielu lat (19,23-25). Dotychczas wykryto
szeœæ g³ównych genów odpowiadaj¹cych za odpornoœæ na znane rasy V. inaequalis

(8). Mechanizm nie zosta³ jednak ca³kowicie rozpoznany nawet dla genu Vf, który
zapewnia roœlinom odpornoœæ na wiele izolatów nale¿¹cych do piêciu ras V. inaequalis

(23). Wiadomo, ¿e pe³na, monogeniczna, Vf-zale¿na odpornoœæ na parcha wystêpuje
wy³¹cznie w ozdobnej jab³oni M. floribunda 821. Odpornoœæ roœlin nale¿¹cych do od-
mian hodowlanych ma charakter iloœciowy, a z najnowszych badañ wynika, ¿e ak-
tywnoœæ genu Vf jest silnie zmodyfikowana w tych roœlinach przez liczne sekwencje
moduluj¹ce (26). Równolegle znanych jest ponad 70 ca³kowicie odpornych odmian/
/klonów, uzyskanych w wyniku krzy¿owania konwencjonalnego z donorami genu Vf

(27). Z³o¿onoœæ mechanizmu odpornoœci na parcha znajduje tak¿e odzwierciedlenie
w wynikach uzyskanych dla roœlin odmiany Antonówka Zwyk³a (donor nie badanego
w tej pracy genu Va), Red Rome i Rome Spur. Roœliny te wykazuj¹ ma³¹ podatnoœæ na
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parcha jab³oniowego w warunkach silnej presji patogena (3), a nie stwierdzono
obecnoœci genu Vf w ich genomie. Z kolei w roœlinach, w których genomie wystêpuj¹
fragmenty odpowiadaj¹ce regionom Vbj i Vm (tab. 1,2), a które s¹ znane jako silnie
pora¿ane przez V. inaequalis (3,9), najprawdopodobniej nie obserwuje siê ekspresji
tych genów w warunkach polowych lub odpornoœæ jest prze³amana przez inne rasy
patogena.

4. Podsumowanie

Analiza rozk³adu genów odpornoœci Vf, Vbj, Vr i Vm w badanej populacji jab³oni
umo¿liwi³a wyodrêbnienie trzech grup genotypów o okreœlonym potencjale hodow-
lanym (rys.). Grupa I obejmowa³a genotypy nie zawieraj¹ce regionów z genami od-
pornoœci (np. ‘Golden Delicious’) lub zawieraj¹ce pojedyncze regiony (np. ‘Red Ro-
me’). Grupa II i III obejmowa³y donory trzech-czterech R-regionów (m.in. ‘Melfree’,
‘Gold Milenium’, J-79). Genotypy z grupy II i III mog¹ stanowiæ cenne materia³y wyjœ-
ciowe dla programu hodowlanego, uwzglêdniaj¹cego efekt odpornoœci piramidalnej
(9,10).

T a b e l a 3

Obecnoœæ regionów sprzê¿onych z cech¹ odpornoœci w poszczególnych genotypach

Analizowane genotypy Region Vf Region Vbj Region Vr Gen Vm

1 2 3 4 5

Antonówka –/–/–/–/– (ss) +/–/– – +

Ariwa +/+/+/+/+ (Rs) +/–/– – +

Free Redstar +/+/+/+/+ (Rs) +/–/– – +

Gold Milenium +/+/+/+/+ (Rs) +/–/+ + +

Gold Rush +/+/+/+/+ (Rs) +/–/+ + +

Golden Delicious –/–/–/–/–/ (ss) –/–/– – +

J-79 +/+/+/+/+ (Rs) +/–/– + +

M. floribunda 821 +/+/+/+/+ (RR) +/–/– – –

M. baccata jackii +/+/+/+/+ (RR) +/–/+ – –

McIntosh –/–/–/–/– (ss) +/–/+ – +

Melfree +/+/+/+/+ (Rs) +/–/– + +

Nova Easygro +/+/+/+/+ (Rs) +/–/– + +

Pinova –/–/+/+/– (ss) +/–/+ – +

Rajka +/+/+/+/+ (Rs) –/–/– – +

Realka +/+/+/+/+ (Rs) +/–/+ + +

Reanda +/+/+/+/+ (Rs) +/–/+ + +
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1 2 3 4 5

Red Rome –/–/–/–/– (ss) +/–/+ – +

Remura –/–/+/–/– (ss) +/–/– + +

Resi +/+/+/+/+ (Rs) +/–/+ + +

Retina –/–/+/+/+ (ss) +/–/– + +

Rewena +/+/+/+/+ (Rs) +/–/+ + +

Rome Spur –/–/–/–/– (ss) +/–/+ – +

Rubinola +/+/+/+/+ (Rs) –/–/– – +

Topaz +/+/+/+/+ (Rs) –/–/– – +

Wiêksza liczba plusów/minusów w kolumnie oznacza wyniki testów z wiêcej ni¿ jedn¹ par¹ starterów. Dla regionu Vf wed³ug
kolejnoœci wyniki reakcji ze starterem Al07, M19, ACS03, ACS07, ACS09. Dla regionu Vbj wed³ug kolejnoœci wyniki reakcji ze
starterem K08, T06 i Z13.

Oznaczenia dla fragmentów uzyskanych w reakcji ze starterami Al07: ss — homozygota recesywna podatna, Rs — hete-
rozygota dominuj¹ca odporna, RR — homozygota dominuj¹ca odporna.
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Rys. Dendrogram zale¿noœci miêdzy badanymi genotypami jab³oni opracowany metod¹ UPGMA na
podstawie analizy produktów generowanych w PCR ze starterami flankuj¹cymi regiony sprzê¿one z od-
pornoœci¹ na parcha jab³oniowego. Obecnoœæ/brak produktu zestawiono w postaci matrycy 1/0. Dystans
genetyczny (na osi odciêtych) oznaczono dla ka¿dej pary jednostek (OTU).
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