
Diss. ETH No. 10944

APPLICATIONS OF PCR-BASED DNA-ANALYSIS
TO GENETICS OF MALUS X DOMESTICA

A dissertation submitted to the

SWISS FEDERAL INSTITUTE OF TECHNOLOGY ZÜRICH

for the degree of
Doctor of Natural Seiences

presented by

BERNHARD KOLLER

DipL sc. nat. ETH
born October 24th, 1962

citizen of Meierskappel LU

Accepted on the recommendation of

Prof. Dr. M.S. Wolfe, examiner
Dr. G. King, co-examiner

Dr. C. Gessler, co-examiner

1994



1

SUMMARY

The aim of the work presented here was to evaluate possible applications of the po
lymerase chain reaction (PCR) technology in the field of Malus x domestica breeding. A
derived method, random amplified polymorphie DNA (RAPD), was to be used for this
purpose.

In the first part, it was shown that commercially available apple cultivars can be
identified by means of RAPD markers. Eleven cultivars could be distinguished by run
ning a PCR with one decamer primer. It can be seen from this part that the variability in
the apple genome pool is relatively small, but, on the other hand, that the RAPD method
is sensitive enough to detect a reasonable amount of polymorphisms in this pool.

The bulked segregant analysis technique was used in the second part to search for
molecular DNA markers linked to the resistance of apple plants against scab, caused by
the ascomycete Venturia inaequalis (Cke.) Winter. This resistance, also called Vf, was
originally introgressed fromMalusJloribunda 821. The PCR screening ofbulked proge
ny DNAs of chosen apple crosses produced two markers segregating with the resistance.
The genetic distance of these markers was greater than the commonly desired distance
of 5 cM, but this low correlation is most certainly due to the small number of the proge
ny. Nevertheless the markers were also present in all of the Vf-resistant apple cultivars
tested, and therefore the markers seem to be suited for the practical screening of future
apple crosses.

In the third part, an attempt was made to assay genetic relationships of the indivi
duals of three apple pedigrees. The individuals were screened with 100 decamer primers
and the reaction products scored subsequently for presence or absence of polymorphie
DNA fragments. The resulting banding pattern matrix was used to perform cluster and
parsimony analysis. The correlation between the actual relationships among pedigree in
dividuals and the results from similarity analysis was valid to only a limited extent, alt
hough there was a strong tendency for a progeny to be grouped together with the more
outbred parent. In general, the individuals of apple pedigrees seem to be too closely rela
ted to each other to perform a similarity analysis based on RAPD-markers. However, the
method would certainly be useful in characterisation of the many chance seedlings avai
lable. This would at least allow determination of the geographical background of those
plants, thus allowing the breeder to make more informed decisions about future apple
crosses.
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ZUSAMMENFASSUNG

In der hier vorgelegten Arbeit sollten Anwendungen der Polymerase Kettenreaktion
(polymerase chain reaction, PCR) für Forschung und Züchtung von Malus x domestica
entwickelt werden. Dazu wurde die auf PCR basierende Methode der random amplified
polymorphic DNA (RAPD) verwendet.

Im ersten Teil konnte gezeigt werden, dass es möglich ist, Apfelsorten mittels
RAPD-Markern zu identifizieren beziehungsweise zu unterscheiden. Elf Sorten konnten
durch PCR mit einem Primer unterschieden werden. Die Resultate zeigten, dass der Ge
nom-Pool des Apfels relativ klein ist. Die Methode ist jedoch sensitiv genug, um auch in
diesem kleinen Pool eine ausreichende Anzahl von Polymorphismen auszumachen.

Die sogenannte "bulked segregant analysis" wurde angewendet, um molekulare
DNA-Marker für die Resistenz von Apfelbäumen gegen den Ascomycet Venturia inae
qualis (Cke.) Winter zu finden. Diese auch "Vf' genannte Resistenz wurde 1914 aus
Malus floribunda 821 in die Apfelzüchtung eingeführt. Das PCR-Screening der DNA
aus resistenten und anfälligen Nachkommen einer Apfel-Kreuzung ergab zwei Marker,
die mit der Vf-Resistenz vererbt werden. Die genetische Distanz der Marker ist zwar
grösser als die erwünschten 5 cM, dies beruht aber höchstwahrscheinlich auf der gerin
gen Anzahl der Individuen, die verwendet werden konnten. Trotzdem scheinen die Mar
ker für eine Anwendung in der Züchtungs-Praxis geeignet zu sein, da sie in allen
getesteten Vf-resistenten Apfelsorten vorhanden waren.

In einem dritten Teil sollten RAPD-Marker verwendet werden, um die genetischen
Verwandtschaftsverhältnisse zwischen den Individuen von drei Apfel-Stammbäumen zu
bestimmen. Dazu wurde die DNA der Individuen mit 100 lO-Basen-Primern getestet.
Die PCR-Produkte wurden danach auf Präsenz oder Absenz von polymorphischen
DNA-Fragmenten untersucht. Mit den daraus resultierenden Bewertungs-Matrices wur
den sogenannte Cluster- und Parsymony-Analysen durchgeführt. Die so erhaltenen Ver
wandtschafts-Bäume stimmten nur in sehr begrenztem Masse mit den tatsächlichen
Stammbäumen überein. Auffallend war die Tendenz, dass Nachkommen fast aus
schliesslich mit dem rekursiven Elter gruppiert wurden. Insgesamt betrachtet sind die In
dividuen eines Apfelstammbaumes wohl zu nahe miteinander verwandt, um auf
RAPD-Makern basierende Ähnlichkeitsanalysen durchzuführen. Hingegen könnte die
Methode durchaus nützlich sein, um die vielen in der Praxis vorhandenen Zufallssäm
linge zu charakterisieren. Das daraus gewonnene Wissen über die geographische Ab
stammung solcher Pflanzen würde die ansonsten spärlichen Informationen wesentlich
bereichern. Somit würden dem Züchter wichtige Grundlagen für Entscheidungen über
künftige Kreuzungen zur Verfügung stehen.

Die PCR-Technologie und daraus abgeleitete Methoden wie RAPD-Marker wurden
in den letzten Jahren zu einem Standardwerkzeug in praktisch allen Gebieten der DNA
Analyse. Diese Arbeit zeigte, dass solche Methoden auch in Züchtung und Erforschung
des Apfels von grossem Nutzen sind.




