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Samenvatting

Negentien appel genotypen zijn getoetst op resistentie tegen 6 verschillende isolaten van Venturia
maequalis, Doel is om het inzicht te vergroten in de breedheid / betrouwbaarheid van de
resistentie van rassen die op het veld weinig aangetast worden. Drie genotypen {0062 M,
Discovery en Durello di Forli) zijn relatief resistent tegen alle zes de isolaten. Zes genotypen (KA
0105 N20, 99069 M, 99029 M, 9614/1, Polder en Gala) zijn relatief vatbaar voor alle zes
isolaten. Golden Delicious is zeer vatbaar voor alle isolaten m.u.v. 1066. Topaz is zeer vatbaar
voor de drie isolaten (EU-D42, 1066 en NL24) die de Vfresistentie doorbreken.

De conclusies gebaseerd op de sporulatie van alleen blad 2 en 3 zijn ongeveer even
informatief als die gebaseerd op de eerste 7 bladeren. Voor toekomstig onderzoek betekent dit,
dat met minder waarnemingen volstaan kan worden.
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Infeiding

Dit project is uitgevoerd om de breedte van de schurftresistentie in een aantal nieuwe selecties te
onderzoeken, in relatie tot die in bestaande rassen. De aanpak is in onderling overleg tussen PPO-
Randwijk en Plant Research International (PRI) tot stand gekomen. De experimenten en analyse zijn
uitgevoerd door PRI, omdat daar ruime ervaring met, en goede faciliteiten voor dit soort proeven
voorhanden zijn.

De resistentie is getoetst met een collectie van zes isolaten met sterk verschillende
virulentie en uiteenlopende geografische herkomst. De resultaten geven daarom een goede indruk
van de resistentie tegen de huidige fysio's. Op basis van deze experimenten is het echter niet
mogelijk om te voorspellen hoe sterk de resistentie van een genotype zal terugvallen wanneer zijn
fysio-specifieke resistentie doorbroken zal worden, als de gebruikte isolaten deze niet doorbreken.
De “ontogene resistentie™hypothese van Henk Schouten (PR kan daarvoor mogelijk een oplossing
bieden, maar de daarvoor benodigde experimenten waren te omvangrijk om in het kader van dit
project uitgevoerd te kunnen worden.

Om het verslag voor verschillende typen lezers toegankelijk te maken zijn de
beschouwingen over statistische interacties in een kleiner lettertype weergegeven, en zijn de
tabellen met getransformeerde waarden en bijbehorende LSD of S.e.d.-waarden in de appendices
geplaatst. De tabellen in de tekst zelf geven de resultaten weer in percentages aangetast blad.

Materiaal en methoden

Plantmateriaal

Er zijn 19 genotypen beproefd (Tabel 1). Deze waren geoculeerd op onderstam M9. Ongeveer 5
weken voor inoculatie werden de planten uit de koeling gehaald en opgekweekt bij 16 °C. Als
referentierassen zijn opgenomen: (mutanten van) Santana, Discovery, Alkmene, Durello di Forfi,
Golden Delicious, Topaz en Gala.

Tabel 1. Appel genctypen.

Genotype Vf-gen aantasting
{omschrijving PPO}
10182 M ? v
2 KA 0105 N20 ? zv
3 99069 M ? m
4 99029 M ? v
50060 M ? v
6 0062 M ? w2
7 96141 ? v
898127 M ? 0
9 Polder 2 v
10 Goes ? W
11 Grave ? v
12 Santana ja 0
13 Discovery nee W
14 Cevaal (kleurmutant van Alkmene) nee w
15 Durello di Forli nee O/w
16 Golden Delicious Reinders {gladschillige mutant van G.D.) nee v
17 Topaz ja 0
18 Cawaf ja -
19 Mitchgla (kleurmutant van Gala) nee zv

1. aantasting PPO Randwik 2001-2002. 0: geen aantasting, w: weinig, m: matig, v: vatbaar, zv:

zeer vatbaar, - niet getoetst
2 weinig schurftaantasting, wel viekken
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Pathogeen

Er zijn zes schurftisolaten gebruikt (Tabel 2). Deze zijn vermeerderd op enkele 3 weken oude
zaailing-populaties van Plant Research International. Inoculurm-bereiding: gedroogd blad met sporen
werd in water geroerd. De verkregen suspensie werd tot 10° sporen/ml verdund, wat de gangbare
dosis is in dit type experimenten.

Tabel 2. Schurftisolaten.

Code fysio compatibel met
Vfgen M.flor.82 Gala GoldenD. Prima Discovery Dur. diF.

1 NL19 = EU-NL-19 7 - - +/+ +i+ - -/- /-
2 NL61 = EU-NL-37 7 - - +H+ +/+ - +- -f-
3 PPO veld ? ? ? He H+ ? - -
4 EU-D-42 6 + - +/+ +/+ + +f- A
5 1066 7 + + U+ -/0 ? -I- -f0
6 NL24 = EU-NL-24  ? 0 0 +/+ +/+ + +- -

Vooraf beschikbare informatie; voor Gala, Golden Delicious, Discovery en Durello di Forli is na de
schuine streep ook informatie uit deze proeven weergegeven. +: compatibel, - incompatibel; 0:
onduidelijk; ?: geen gegevens. Discrepanties tussen vooraf bekende en door ons gevonden scores
worden besproken op p.5. EUrs zijn isolaatcodes uit het EU DARE project.

Het PPQO-solaat is een massa-solaat (lokale schimmel populatie) afkomstig van het PPO-
veld Oost3West te Randwilk, van de rassen Elstar, Golden Delicious en Gala. De andere viif isolaten
zijn monospore-<solaten.

Uitvoering
Er zijn 3 toetsen uitgevoerd, elk met twee isolaten (isolaten NL19 en NL61 in toets 1, PPO en
EU-D42 in toets 2 en 1066 en NL24 in toets 3). Omdat voor de tweede toets geen planten van
Topaz waren opgezet is er ook een natoets uitgevoerd, waarin rassen Topaz en Golden Delicious
getoetst werden met isolaten PPO en EU-D42. In principe werden per ras "isolaat combinatie 5
goed groeiende planten geinoculeerd; in enkele gevalien waren echter minder planten beschikbaar.
De 7 bovenste bladeren van elke plant werden geinoculeerd. Na inoculatie werden de planten 40
uur in een donkere klimaatcel (18 °C, 100% RLV) geplaatst, en vervolgens 17 dagen in een
geconditioneerde kas (18 °C, 80-90% RLV). Verder werd per toets van elk genotype €én plant met
water geinoculeerd als referentie voor een normale plant ontwikkeling.
Zeventien dagen na inoculatie werden de volgende waarnemingen gedaan:

" » Sporulatie: voor elk van de 7 geinoculeerde bladeren van elke plant een score voor de fractie

sporulerend bladopperviak op een schaal van 0 tot 7 {0: geen symptomen, 1: 0-1%;

2:1-5%, 3:510%, 4:10-25%, 5:2550%, 6:50-75%, 7:75%-100%)
» Chlorose: voor elk blad een score voor de fractie vergeeld bladopperviak op een schaal van 0

tot 4 (0: geen symptomen; 1: 0-25%, 2: 25-50%, 3: 50-75%, 4: 75-100%)
De schaal van Chevalier et al. (1991) is niet gebruikt, omdat er vrijwe! altiid chlorose optrad indien
er geen sporulatie was. Vrijwel al deze bladeren zouden Chevalier-score 2 krijgen, wat geen
informatie toevoegt. In plaats daarvan is daarom de mate van chlorose gescoord.

Statistische verwerking

Voor statistische verwerking van de gegevens zijn de scores omgezet naar fracties bladopperviak
(telkens is het midden van het interval genomen); als variantie-stabiliserende transformatie is hierop
arcsintvix)) toegepast (zie Appendix A1 voor omrekening van deze getransformeerde waarden
naar fractie bladopperviak). Deze waarden zijn vervolgens in de ANOVA- en REML-analyses
gebruikt. De diverse schattingen (genotype., isolaat-, en genotype *isolaat-gemiddelden) zijn in
tabelien 3, 4 en 5 weer teruggerekend naar {racties bladopperviak. In de appendices (A-2 {/m A-5)
ziin de schattingen uit de ANOVA- en REML analyses zonder terugransformatie gegeven, met de
bijpehorende LSD- of SED, zodat ook de significantie van verschillen getoetst kan worden.
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In de natoets {zie boven) zijn voor Golden Delicious en Topaz de ras*fysio schattingen op
dezeifde manier berekend. Vervolgens zijn de Topaz-schattingen gecorrigeerd op basis van de
verschillen van de Golden Delicious-schattingen in toets 2 en de natoets.

Resultaten

Sporulatie: genotype en isolaat effecten

De sporulatie is athankelijk van het bladnummer (zie volgende paragraaf); daarom worden hier
resultaten gepresenteerd voor alle 7 bladeren en de twee meest sporulerende bladeren:
bladnummers 2+3. Tabellen 3 en 4 geven de aantasting over resp. alle 7 bladeren en alieen blad
2+3, teruggerekend naar fractie aangetast blad; in Appendix A-2 t/m A4 zijn de resultaten van de
ANOVA-analyses van de getransformeerde waarden, met bijbehorende LSD-waarden, voor de
situaties met alle 7 bladeren, met de eerste 6 bladeren en met alleen blad 2+ 3 gegeven. De LSD-
waarden zijn gebaseerd op een analyse waarin voor de twee combinaties van genotype 17 (Topaz}
met isolaten 3 en 4 (PPO en EU-D-42) alle waarnemingen ontbraken, De waarden in de tabellen
voor deze combinaties zijn ingevuld op basis van de natoets: zie Materiaal en Methoden. Verder
ziin de schattingen voor genotype 11: Grave met isolaat 3-6 (EU-D-42, 1066 en NL24) en
genotype 18 (Cawaf) met alle isolaten gebaseerd op slechts 2 of 3 i.p.v. 5 planten, zodat de LSD-
waarden ook niet voor deze combinaties van toepassing zijn.

Het blijkt dat de relatieve resistentie van de genotypen sterk athangt van het isolaat. In
statistische termen: er is een sterke interactie tussen genotype en isolaat. Deze interactie is zeer
significant (P<0.001} bij alle drie de analyses: blad 1-7, blad 1-6 en blad 2+3. Dit werd verwacht,
o0.a. omdat sommige rassen het fysio-specifieke Végen bezitten.

Er zijn globaal vier groepen genotypen te onderscheiden (Tabel 3 en 4, en Appendix A-2 t/m A4):
o Goed resistent tegen alle isolaten: 6 (0062 M}, 13 (Discovery), 15 (Durello di Forli)
o Redelijk tot goed resistent tegen vijf of zes isolaten: 11 (Grave), 12 (Santana), 14 (Alkmene),
18 (Cawaf)
o Resistent of vatbaar, afh. van isolaat: 1 (0182 M}, 5 (0060 M), 8 {99127 M), 10 {Goes), 16
(Golden Delicious, resistent tegen 1066), 17 (Topaz)
o Matig tot sterk vatbaar voor alle isolaten: 2(KA 0105 N20), 3 (95069 M), 4 (95023 M),
7 (9614/1), 9 (Polder), 19 {Gala)
Deze indeling moet wel met voorZichtigheid gehanteerd worden: hif is afhankelifk van de
aangelegde grenzen, en bovendien van de (vrij willekeurige) reeks isolaten die gebruikt
is!

Sporulatie: afwjkingen van eerdere resulfaten

In Tabe! 2 is de compatibiliteit van isolaten met een aantal standaardrassen weergegeven. In het
algemeen komen de resultaten van de huidige proeven overeen met de vooraf bekende resultaten,
met enkele uitzonderingen:

Genotype 13 (Discovery) is in onze proeven sterk resistent tegen isolaten NL61, EUD-42 en NL24,
waarvoor het volgens de DARE-gegevens vatbaar was. In de DARE analyses is elke combinatie
waarin enige sporulatie waarneembaar was als compatibel geclassificeerd, in onze proeven zijn
combinaties waar de sporulatie niet significant van O verschilt als incompatibel geclassificeerd. In
deze drie gevallen verklaart dit de discrepantie met de DARE resultaten.

Isolaat 1066 is in onze proeven wel compatibel met genotype 16 (Golden Delicious): de aantasting
van Golden Delicious door 1066 is significant hoger dan O (Appendix A2 /m A4), maar dit ras is
wel aanzienlfijk minder vatbaar voor 1066 dan voor de andere 5 isolaten. Bénaouf & Parisi
(Phytopathology 90 {2000) 236-242) geven echter een nulscore voor zowel incidence als severity
in deze combinatie. Zij inoculeren bovendien met een hogere concentratie dan wij. Het 1s daarom
niet duidelijk waaraan deze discrepantie te wijten is.

Verder geeft Durello di Forli wet sporulatie met isolaat 1066 (en daarmee is 1066 het enige isolaat
in onze proeven dat met dit ras compatibel is), maar of deze sporulatie significant verschilt van 0
hangt af van welke bladeren worden meegerekend.
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Tabel 3. Fractie sporulerend bladopperviak, blad 1-7.

Isolaat
Genotype NL19 NLB81 PPO EU-D-42 1066 NL24 Gem
1 0182 M 0.11 0.00 0.06 0.34 0.10 0.00 0.07
2 KA0105.. 0.37 0.38 0.61 0.21 0.40 0.39 0.39
3 98069 M 0.25 0.41 0.24 0.1 0.24 0.10 0.22
4 98029 M 0.34 0.33 0.51 0.35 0.38 0.52 0.41
5 0060M 0.02 0.05 0.28 0.14 0.33 0.34 0.17
& 0062M 0.01 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
7 9614N1 0.10 0.14 0.31 0.56 0.38 0.28 0.28
8 99127 M 0.00 0.00 0.00 0.16 0.06 0.24 0.04
9 Polder 0.33 0.29 0.39 0.27 0.30 0.45 0.34
10 Goes 0.06 0.00 0.02 0.04 0.03 0.16 0.04
11 Grave 0.09 0.12 0.07 0.09 0.07 0.06 0.08
12 Santana 0.00 0.00 0.00 0.08 0.06 0.22 0.03
13 Discovery 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
14 Alkmene 0.00 0.01 0.01 0.04 0.04 0.13 0.03
15 Dur.di F. 0.00 0.00 0.00 0.00 0.03 0.00 0.00
16 Golden D. 0.35 0.39 0.61 0.39 0.04 0.37 0.34
17 Topaz 0.00 0.00 0.02 0.74 0.44 0.19 0.15
18 Cawaf 0.00 0.00 0.08 0.10 0.03 0.13 0.04
18 Gala 0.18 0.20 0.44 0.35 0.27 0.38 0.30
Gem 0.07 0.06 0.12 0.17 0.13 0.17 0.11

Waarden terug-getransformeerd naar fractie bladopperviak. Zie Appendix A-2 voor de waarden uit
de ANOVA-analyse, LSD-waarden en vergelijkingen tussen genotypen.

Tabel 4. Fractie sporulerend bladopperviak, blad 2 en 3.

{solaat
Genotype NL19 NL&1 PPO EU-D-42 1066 NL24 Gem
1 182 M 0.41 0.00 0.21 0.59 0.35 0.00 020
2 KA0105.. 0.81 0.87 0.81 0.29 0.79 0.65 0.72
3 99069 M 0.66 0.76 0.48 0.30 0.51 0.38 0.52
4 G9029 M 0.85 0.87 0.79 0.45 0.71 0.83 0.76
5 0DDGOM 0.07 017 0.46 0.06 0.56 0.74 0.31
6 0062M 0.03 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
7 9614/1 0.49 0.57 0.70 0.79 0.85 0.76 0.70
8 95127TM 0.00 0.00 0.00 0.47 0.17 0.74 0.13
9 Polder 0.67 0.76 0.68 0.25 0.59 0.87 0.65
10 Goes 0.22 0.00 0.03 0.05 0.1 0.51 a1
11 Grave 0.20 0.35 0.1 0.12 0.10 0.15 0.16
12 Santana 0.00 0.00 0.00 0.24 0.24 0.63 0.10

13 Discovery 0.00 0.00 0.00 0.01 0.00 0.01 0.00
14 Alkmene 0.00 0.02 0.01 0.10 0.10 0.37 0.07

15 Dur.diF. 0.00 0.00 0.00 0.00 0.15 0.00 0.01
16 Golden D. 0.83 0.83 0.83 0.72 0.1 0.73 0.68
17 Topaz 0.00 0.00 0.00 0.93 0.87 0.51 0.29
18 Cawaf 0.00 0.00 0.22 0.22 0.11 0.22 0.09
18 Gala 0.63 0.67 0.7¢ 0.7 0.67 0.83 0.72
Gem 0.22 0.20 0.23 0.28 0.33 0.43 027

Waarden terug-getransformeerd naar fractie bladopperviak. Zie Appendix A-4 voor de waarden uit
de ANOVA-analyse, LSD-waarden en vergelikingen tussen genotypen.
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Sporulatie: genolypen met resistenticgen Vf

Topaz, Opvallend is dat genotype 17 (Topaz), met V¥gen, sterk verschillend reageert op isolaten
1-3(NL19, NL61 en PPQO) t.o.v. isolaten 4-6 (EU-D-42, 1066 en NL24). Van isolaten NL19 en NL61
was bekend dat ze niet Vcompatibel zijn, van isolaat EU-D-42 en 1066 dat ze wel Vecompatibel
zijn, en de vroegere resultaten voor isolaat NL24 waren onduidelijk. Op basis van deze proeven
kan geconcludeerd worden dat isolaat 1-3 niet of nauwelijks, en isolaat 46 wel Wcompatibel zijn.
Santana, Ook genotype 12 (Santana) bezit het Vgen. De reactie van Santana is echter heel
anders dan die van Topaz. Zodra de Vfresistentie van Topaz doorbroken is, is dit ras direct zeer
vatbaar. Dit houdt het gevaar in zich, dat Topaz van het ene jaar op het andere ineens zeer sterk
door schurft kan worden aangetast. Santana daarentegen behoudt een redelijke resistentie, ook
als het V¥gen doorbroken is. Santana bezit kennelijk naast het ¥#gen nog meer (niet-fysio-
specifieke?) resistentiegenen.

99127 M. Genotype 8 (993127 M) vertoont een patroon dat tussen Santana en Topaz in ligt: geen
sporulatie met isolaat 1-3, wel met isolaat 4-6, zodat dit genotype waarschijnlijk ook het Vegen
bezit. Gezien de afstamming van dit genotype (33127 M = Elstar x VEres. selectienr) is dit
inderdaad mogefijk. De terugval van dit genotype bij icompatibele isolaten is iets groter (niet
significant) dan die bij Santana, maar veel minder dan bij Topaz.

Cawaf. Ook genotype 18 {Cawaf) heeft het V¥gen. Cawaf is redelijk tot goed resistent tegen alle 6
de isolaten, maar tegen het VAincompatibele isolaat 3 (PPO) is Cawaf wel minder resistent dan de
andere V¥genotypen Topaz, Santana en 99127 M; dit verschil is het duidelijkst als afleen naar
bladnummer 2+3 wordt gekeken. Helaas is het aantal getoetste planten van Cawaf lager dan van
de overige genotypen, zodat de significantie van dit verschil niet duidelijk is.

Sporulatie: genotypen met resistentiegen Vg

Golden Delicious (genotype 16) blikt zoals verwacht veel resistenter te zijn tegen isolaat 1066 dan
tegen de andere viif isolaten. Dit patroon werd bij geen van de andere rassen teruggevonden.
99127 M. Genotype 8 (99127 M) blijkt duidelijk minder vatbaar voor isolaat 1066 dan voor EU-D-
42 en NL24. Het is dus mogelijk dat 99127 M naast het V¥gen ook de resistentiefactor Vgvan
Golden Delicious tegen isolaat 1066 bezit; 99127 M zou dit gen via Elstar van Golden Delicious
geérfd kunnen hebben (99127 M = Elstar x Vfres. selectienr), Apart is Vg niet interessant, maar
in combinatie met ¥kan het de resistentie mogelijk verhogen en/of verbreden. De aanwezigheid
van Kgin 99127 M kan getoetst worden, want voor dit gen zijn moleculaire merkers
beschikbaar.

Sporulatie: bladnummer-effecten
Figuur 1 toont het verloop van de sporulatie van bladnummer 1 (het bovenste, jongste blad) tot 7
voor alle genotypen, gemiddeld over de zes isolaten. Het algemene patroon is: op blad 2-3 is de
aantasting maximaal, waarna hij snel daalt, en op blad 7 is vriiwel geen sporulatie meer
waarneembaar, Dit is zoals verwacht; jonge bladeren zijn vatbaarder dan oudere bladeren. De
soms wat lagere aantasting bij blad 1 is waarschijnlijk te wijten aan het feit dat dit blad bij
inoculatie soms nog niet volledig gestrekt is. Door de kleinere opperviakte zal dit blad dan ook
minder inoculum ontvangen, terwijl het bij de beoordeling wel zijn uiteindelijke omvang heeft
bereikt.

Vanwege dit bladnummer-effect maakt het voor de zwaarte van de sporulatie verschil over
welke bladeren de sporulatie berekend wordt. Het blijkt dat het al of niet meerekenen van blad 7
weinig effect heeft: de totale aantasting van alle genotypen, en de onderfinge verschillen worden
iets kleiner, maar ook de LSD (Least Significant Difference, berekend voor 5% overschrijdingskans)
is kleiner als blad 7 wordt meegerekend. Wel interessant is de score van alleen blad 2 en 3: deze
vertonen de hoogste aantasting, en zijn dus een maat voor de aantasting van de boomgaard bij
een voortdurende epidemie. Overigens maakt het voor conclusies over de relatieve vathaarheid
van de verschillende genotypen per isolaat weinig uit of deze gebaseerd worden op alle 7 bladeren
of alleen blad 2+3; voor een resistentietoets kan men zich daarom beperken tot alleen deze 2
bladeren, wat een besparing op de waarnemingen oplevert.

Meer in detail geven de ANCVA-analyses van 7 of 6 bladeren aan dat naast de hoofdeffecten voor genotype, isolaat
en bladnummer ook alle tweede- en derde-orde interacties zeer significant ziin. Bij de analyse van afleen blad 2+ 3
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