Noordelijke Pomologische Vereniging

NV

Het Internationale Perenproject (IPP)

1. Inleiding

De verschillende methodes om fruit te herkennen met het zwaartepunt op de wijze waarop met behulp
van een DNA analyse een ras bepaald kan worden.

Bij het stuk is gebruik gemaakt van de lezing van Mevr. Dr. Haibo Xuan van het Kompetenzzentrum
Obstbau Bodensee in Ravensburg die zij in 2015 op het 14¢ Internationale Pomologentreffen in Landshut
gaf. Ook het boek “Wat we nog niet weten” van John Maddox is als bron gebruikt. De cursus

“Microcursus Wat is DNA is ook gebruikt” voor het beeldmateriaal. Ook elders is in het stuk de bron
vermeld.

2. Wat is DNA?
Allereerst leg ik uit hoe DNA in elkaar zit. Daarvoor gebruik ik een stuk van de cursus van
Wetenschapsforum (microcursus): “Wat is DNA?” van de auteurs: Mrtn, Klintersaas, Jan van de Velde

3. Historie en belang van DNA

3.1. Een stukje wetenschapshistorie

Het DNA werd door de meeste biologen al rond de Tweede Wereldoorlog als de drager van erfelijke
eigenschappen gezien. Het mechanisme was echter niet bekend rond die tijd. De chemische structuur
en ruimtelijke ordening van DNA werden in 1953 ontdekt door de wetenschappers James Watson en
Francis Crick. Hiervoor hebben ze onder andere gebruikgemaakt van rontgenkristallografie opnamen
van DNA, gemaakt door Rosalind Franklin (een naam die in verband met DNA helaas te weinig wordt
genoemd).

\f!‘

(afb. 1)
V.l.n.r. Rosalind Franklin, James Watson en Francis Crick

In dat DNA is de informatie opgeslagen waarmee de cel proteinen (eiwitten) kan maken.
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http://www.wetenschapsforum.nl/index.php?showuser=4012

3.2

Bij het woord eiwit denk je misschien eerst aan een gekookt eitje, maar daarmee onderschat je het
belang ervan. Eiwitten vervullen onmisbare functies in elk levend organisme. Een overzicht met enkele
voorbeelden staat hieronder.

Chemische omzettingen: Enzymen regelen chemische reacties (katalysefunctie). Dankzij enzymen wordt
ons voedsel afgebroken tot de simpele bouwstoffen die in ons bloed kunnen worden opgenomen en
getransporteerd naar waar ze nodig zijn.

Structuur:

Keratinestructuren zoals haar en nagels of collageenstructuren zoals in de huid geven cellen en weefsels
structuur en vorm. Deze structuren kunnen ook dynamisch zijn: ze kunnen ervoor zorgen dat de cel van
vorm verandert (bijvoorbeeld het samentrekken van spiercellen), ze maken de celdeling mogelijk en ze
dragen ertoe bij dat sommige cellen zich kunnen verplaatsen;

Transport:
Hemoglobine in de rode bloedlichaampjes zorgt voor transport van zuurstof in het bloed. Zogenaamde
ionenpompen zorgen voor het transport van ionen in en uit de cel;

Communicatie:

Hormonen zorgen voor de communicatie tussen cellen op afstand. Signaaleiwitten zorgen voor de
communicatie binnen cellen. Eiwitten zijn ook onmisbaar voor het doorgeven van signalen in de
zenuwen;

Regulatie:
Allerhande eiwitten regelen zowat alle processen in de cellen;

Beveiliging:
Antilichamen maken ziekteverwekkende vreemde eiwitten onschadelijk. Bloedstollingsfactoren zijn de
EHBO’ers van het lichaam;

Brandstof:

Ten slotte kunnen eiwitten in geval van nood als brandstof dienen.

Voor al die honderdduizenden (! Jawel!) verschillende functies zijn er ook honderdduizenden
verschillende eiwitten nodig. Bovendien heeft elk organisme zo zijn eigen specifieke eiwitten. De natuur
houdt dat een beetje overzichtelijk door al die verschillende eiwitten op te bouwen uit een set van maar
een twintigtal verschillende bouwstenen, aminozuren.

(Die set aminozuren zou je je kunnen indenken als een set van een twintigtal verschillende onderdelen
(radertjes, schroefjes, palletjes, asjes, ...). Door enkele tientallen tot duizenden van die onderdelen op
verschillende manieren te combineren kun je een bijna oneindig aantal verschillende machines bouwen,
elk met een eigen specifieke functie.)

Weetje: Het grootste nu bekende proteine is titine (connectine), opgebouwd uit 26.926 aminozuren.

Als wij dierlijke of plantaardige eiwitten eten kunnen we er niet zo veel mee in die vorm. In het
spijsverteringskanaal worden die eiwitten daarom afgebroken tot de losse aminozuren. (Een aantal van
die aminozuren kan ons lichaam desnoods ook zelf aanmaken. Er zijn er ook acht die we niet zelf kunnen
maken en we dus persé met ons voedsel moeten binnenkrijgen; dat noemen we de essentiéle
aminozuren. De losse aminozuren worden door het bloed naar een cel getransporteerd.

In de cel is het dan uiteindelijk het DNA dat bepaalt in welke volgorde aminozuren aan elkaar worden
geknoopt, zodat er een eiwit ontstaat met een bepaalde functie. DNA bevat dus de bouwplannen van al
die verschillende eiwitten, het is eigenlijk een hele lange rij codekarakters.

2 IPP DNA 2017-11



(afb. 2)

Eiwitten zijn onmisbaar voor het levensproces. Ze bepalen hoe een levend wezen eruitziet en hoe het
werkt. Die informatie moet mee van de ene generatie naar de volgende. Daarom noemen we het DNA
de drager van de erfelijke eigenschappen. Verander iets in de code van het DNA, en een organisme ziet
er anders uit, of werkt anders. Als we zoiets met opzet doen, dan heet dat “genetische modificatie”.

4. De opbouw van DNA

Hieronder gaan we eens steentje voor steentje een DNA-molecuul opbouwen. Laat je niet afschrikken
door de structuurformules; op het eerste gezicht ziet het er vreselijk ingewikkeld uit, maar als je goed
kijkt zul je zien dat die eigenlijk steeds sterk op elkaar lijken, alles heeft dezelfde basisstructuur en
herhaalt zich steeds. We geven die structuurformules erbij om te laten zien waarom DNA eruitziet en
kan functioneren zoals het dat doet.

4.1. De nucleotiden

DNA staat voor Deoxyribo Nucleic Acid. Spreek uit: [dee-oxie-riebo nu-klee-ik es-id]. Dit is te vertalen
naar DesoxyriboNucleineZuur.

DNA bestaat uit twee in elkaar gedraaide strengen, die elk bestaan uit:

een “ruggengraat” (backbone) om alles bij elkaar te houden en zogenaamde (stikstof)basen, waarvan de
volgorde langs de ruggengraat een code vormt.

Een stukje ruggengraat met zo'n stikstofbase heet een 'nucleotide'. Laten we eens zo'n nucleotide
opbouwen.

Het begint met desoxyribose: een (ringvormig) suikermolecuul met vijf koolstofatomen, waaraan het
DNA zijn naam ontleent. De koolstofatomen van de ring worden genummerd met een cijfer en een
accent, vanaf het O-atoom. Zo wordt het derde koolstofatoom 3'genoemd. Dit spreek je uit als [drie-
accent]. Vanzelfsprekend noemen we het vijfde koolstofatoom (dat buiten de ring ligt) 5': -

C
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(afb. 3)
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Aan koolstofatoom 5’ zit een fosfaatgroep. Dat komt er dus z6 uit te zien:

(afb. 4)

Aan koolstofatoom 1' kan een stikstofbase (een heel wat ingewikkelder molecuul) gekoppeld worden.
Hiermee is de nucleotide compleet: -

(afb. 5)

DNA bevat maar vier verschillende stikstofbasen: adenine, thymine, guanine en cytosine. Deze worden
afgekort met hun eerste letter, respectievelijk A, T, G en C. In structuurformule zien die er z6 uit: -
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arn.

4.2. De nucleotidenstreng

Een ander O-atoom van elke fosfaatgroep kan gekoppeld worden aan het 3'-koolstofatoom van een
andere desoxyribosemolecule. Zo kun je duizenden nucleotiden met hun fosfaatgroepen aan elkaar
koppelen en krijg je één lange streng:
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(afb. 7)

4.3. Twee nucleotidenstrengen koppelen

Tussen de basen van twee strengen kunnen waterstofbruggen worden gevormd. Een waterstofbrug is
een niet al te sterk soort binding tussen waterstofatomen en naburige N-, O-, S- of F-atomen. Dat kan
niet zomaar lukraak: het moet een beetje passen.

Tussen adenine en thymine kunnen mooi twee van die waterstofbruggen worden gevormd, en tussen
guanine en cytosine steeds mooi drie waterstofbruggen. In andere combinaties past dat niet, dus zal je
tegenover een adeninegroep nooit een guaninegroep aantreffen. Daarom noemenwe Aen T,
respectievelijk G en C "basenparen” of "complementaire basen".
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(afb. 8)
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Nu je weet hoe één en ander in elkaar zit schakelen we over naar een wat schematischer overzicht:

(afb. 9)

In de figuur hierboven zie je de ruggengraat in het paars. De overige kleurtjes zijn de vier basen A, G, C
enT.

Je ziet hier op één stukje streng overigens alle vier de basen. Dat hoeft zeker niet zo te zijn. Elke
volgorde is mogelijk, ook meerdere basen van één soort naast elkaar op één streng. Als je langs één zo'n
streng "leest", dan zie je een bijna oneindige rij gecodeerde informatie, bijvoorbeeld: CAGCGTAAGC
TAGGTCCetc.

Wel kan A alleen maar gekoppeld kan zijn aan T op de tegenoverliggende streng, en G alleen maar aan C
(door die waterstofbruggen, weet je nog?). Zo zijn de twee strengen als het ware elkaars negatief. Als je
de basevolgorde op de ene streng kent, weet je ook precies de basevolgorde op de andere streng. We
zullen later zien dat dat heel handig is om DNA te kopiéren.

4.4. De dubbele helix
Helix: (v.; helices) [<Latijn <Grieks helix (gedraaid)], 1 schroeflijn.

(afb. 10)

Zo'n rechte dubbele streng is niet zo stevig. Maar spiraalvormig om elkaar heen gedraaid wordt dat
ineens heel anders, terwijl het téch flexibel blijft. Daarom vormen de twee strengen een dubbele spiraal
- met een mooi woord "dubbele helix" - zoals in bovenstaande afbeelding.
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4.5. Chromosomen

Het DNA ligt in fragmenten in onze cellen en die fragmenten noemen we chromosomen. Mensen
hebben er 23 paren van: in elk chromosomenpaar zit één chromosoom van de moeder en één van de
vader. In het totaal dus 23 x 2 = 46 stuks.

Als je al het DNA uit één menselijke cel achter elkaar zou plakken, kom je aan een lengte van bijna twee
meter (!). (sommige chromosomen zouden uitgerold al 5 cm lang zijn!) Ter vergelijking: een typische
menselijke levercel is gemiddeld slechts 20 micrometer (0,02 mm) groot. Vergelijk het met een touwtje
van 2 kilometer lang dat je in een vingerhoedje moet stoppen. Je kunt je voorstellen dat je het zonder
een efficiénte manier van opslag niet kwijt kunt in je cel(kern).

Daarom wordt de dubbele helix op zijn beurt rond eiwitten (histonen) gerold. Een hele serie van die
rond histonen opgerolde stukjes DNA wordt dan ook weer in helixvorm opgerold en van heel die helix
wordt nog eens een grotere helix gemaakt. Hier zie je hoe je je dat ongeveer voor moet stellen:

Chromosoom

Telomeer

Centromeer

21~ Telomeer

Cel

Basenpaar Histonengﬂ‘{

dubbelstreng
(bron: wikipedia) (afb. 11)

Zo berg je dus een dubbele streng van in totaal 2 m lengte in stukken op in een celkern.

De totale verzameling van chromosomen in een cel heet een karyotype:

g BE .
*""3(\' 1 "1 S R R TR T
i =E —F- s a5t L) .,._?. !‘- }i-.“’ LT
AW 20 R
Pt 5 3 4 56 T F 9 10 1oz
TR, A O B SRR I
13 14 16 17 1219 20 21 2 = ¥ (afb. 12)

Je ziet de 23 sets chromosomen, waaronder een set met een X en een Y. Deze twee maken het verschil
tussen man en vrouw: dubbel X is een vrouw en een X en een Y maakt een man.
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Weetje: Wanneer er iets fout gaat tijdens de celdeling kunnen er afwijkingen ontstaan in het aantal en
de vorm van de chromosomen. Dit noemen we chromosomale afwijkingen. Een bekend voorbeeld van
een chromosomale afwijking is trisomie van chromosoom 21 (dan heb je er drie keer chromosoom 21 in
plaats van twee): dit ligt aan de basis van het syndroom van Down.

Nog een weetje: in mensen is het DNA lineair. Dat wil zeggen dat het een kop en een staart heeft. In
bacterién niet: daar is het circulair (rond). In bacterién gedraagt het circulair DNA zich als een elastiekje
dat je tussen je vingers, tegen elkaar in, in elkaar draait. Als je dan de eindjes naar elkaar toe brengt,
krult het helemaal op. Dit heet “supercoiling”.

5. Hoe werkt DNA?

De informatie vastgelegd in het DNA moet dikwijls gekopieerd worden, zodat de informatie niet
verloren gaat. En natuurlijk moet de informatie ook kunnen worden gebruikt om die duizenden
verschillende onmisbare eiwitten te kunnen maken.

5.1. DNA kopiéren

Terwijl je dit leest zijn duizenden cellen in je lichaam bezig zich te verdubbelen. Dit proces heet celdeling
(= mitose). Alles in de cel moet dus verdubbeld worden, 66k de informatiedrager DNA. Dit gaat relatief
gemakkelijk, omdat de twee strengen van de dubbele helix elkaars tegengestelden zijn: de een is als het
ware het negatief van de andere. Overal waar op de ene streng A zit, zit op de andere streng T en overal
waar op de ene streng C zit, zit op de andere streng G (en omgekeerd).

Het proces waarbij DNA wordt verdubbeld noemt men DNA-replicatie en gaat als volgt in zijn werk: Het
DNA wordt afgerold.

Een enzym (helicase) ritst de twee strengen van de dubbele helix van elkaar door de waterstofbruggen
tussen de basen te verbreken:

(afb. 13)

Nucleotide: voor nucleotide wordt door een ander enzymcomplex (DNA-polymerase) aan elke losse
streng een nieuwe negatieve kopie vastgemaakt, dus A aan T, C aan G en omgekeerd:
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Het stuk gaat nog verder met hoe het DNA zich vermenigvuldigt. Maar dat valt even buiten het bestek.
Of het internet kun je zelf verder lezen.

Nu moeten we verklaren hoe dit gebruikt wordt om fruit te determineren.

(afb. 14)

Het resultaat: twee dubbele strengen, ieder gelijk aan de oorspronkelijke!

6. Nu bekend is hoe het DNA werkt kom de volgende uitleg.

Let wel in een cel spelen niet allen het DNA een rol bij de deling en de vermenigvuldiging van een cel zijn
zoveel eiwitten betrokken dat de werking nog lang niet duidelijk is. In de wetenschappelijke tijdschriften
verschijnen onafgebroken artikelen over de deling van cellen.

1 DNA vingerafdruk voor het identificeren van fruitrassen.
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7. Ras bepalingsmethode A

7.1. Determinatiekenmerken van de appel

Standplaats

Waar gevonden in Nederland. Boomgaard of mogelijke zaailing: slootkant, in
een heg, plantsoen, berm etc. Overige rassen t.b.v. vaststellen periode van
aanplant.

Boomvorm/leeftijd

Soort onderstam. Leeftijd geeft aanwijzing in welk boek je over een bepaalde
periode moet zoeken

Zomersoorten: aug-sept boomrijp eetbaar bewaren tot oktober.
Herfstsoorten: sept-dec boomrijp eetbaar.

Plukrijpheid Wintersoorten: vanaf november eetbaar tot begin maart, langdurig
bewaarsoorten zelfde als wintersoorten maar opslag duurt langer.

Vruchtgrote Klein, middelmatig groot, groot, zeer groot

Vruchtvorm Plat, rond, hoog gevormd, langwerpig

Vruchtreliéf

Glad, droog, ruw, vettig, dun, dik, zacht, vast en hard, waslaag. Doorsnede:
rond, kantig

Grondkleur groen of geel. (Sommige rassen hebben alleen een grondkleur.)
Dekkleur die kan variéren in vele nuances van rode blos, rood, licht oranje,

Schil purper en paarsrood in allerlei schakeringen en patronen.
Soorten beroesting, lenticellen (vele vormen), naadje of streep of andere
bijzondere kenmerken, zoals wratten, bulten, builen, ribben, kanten
Reuk Licht geurend
Vlak, schotelvormig, met bulten, opzittend matig ingezonken, diep ingezonken,
Kelkholte

met ribben (calvilleachtig)

Kelkblaadjes

Lang smal, lang kort smal, kort smal, kort breed, opstaand, gebogen, liggend, al
dan niet aan de basis vergroeid, open, half open, gesloten. Kleur: Groen, Bruin

Kort, lang, dun, dik, vlezig, recht, gebogen, knopachtige verdikking bij einde van

Steel de steel. Kleur: Groen, bruin
Steelholte Diep, vlak, opzittend, beroest, vieesgezwel
) Breed, smal, lang, kort, eventueel nog zichtbare meeldraden.
Kelkbuis Dichter bij klokhuis
Plaats van het klokhuis, kelkwaarts, in het midden, steelwaarts.
Klokhuis

Het klokhuis kan gesloten of open zijn, klokhuiswanden.

Vruchtvlees

Kleur wit, groenachtig opschijnend, wit, geelachtig wit, witgelig, geelluchtig,
bros, middelvast, knapperig, zacht, vast, dicht, los, fijncellig, grofcellig, droog,
sappig. Soms roodachtig bij klokhuis en onder de schil.

Zoet, zuurachtig, zoet-zurig, zacht zuur(rinse smaak) zwak aromatisch,
aromatisch sappig, matig sappig, soms bitter bij zoete appels en zaailingen.

Smaak Alleen het vruchtvlees proeven niet de schil.
Hoe beter gekleurd hoe beter de smaak.
Zaden Geen, weinig, veel, vorm, kleur bij rijpheid: bruin
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7.2. Lengtedoorsnede

Kroontje

klokhuis
Zaadje (pit)

vruchtvlees

steeltje

Lengtedoorsnede van een appel 0,5 X

7.3. Determineren van fruit volgens de methode van de uiterlijke kenmerken van de vrucht.
Mevr. Xuan noemt dit fenologische kenmerken voor het bepalen van fruitrassen.

Nadeel

De uiterlijke kenmerken van een ras zijn afhankelijk van groeiplek, onderstam, verzorging en de
weersgesteldheid. Hierdoor ontstaan grote afwijkingen in de vruchten.

De uiterlijke kenmerken overlappen elkaar gemakkelijk en daardoor ontstaat verwarring en onjuiste
benaming. Ik had hier ook een peer kunnen beschrijven, maar in het artikel wordt een appel genoemd;
voor een peer geldt hetzelfde.

DNA vingerafdruk voor het identificeren van fruitrassen

Eerst een voorbeeld

7.4. Gelelectroforese

Dit gebeurt met een techniek die men gelelektroforese noemt.

Gelelektroforese is een scheidingstechniek die moleculen onder invloed van een elektrisch veld laat
bewegen in een gel. Negatief geladen moleculen bewegen naar beneden waar de positieve pool (anode)
zich bevindt. Hoe groter de moleculen, hoe trager ze zullen bewegen (migreren); hoe kleiner de
moleculen, hoe sneller ze zullen bewegen Daarna kunnen ze in de gel worden afgelezen. De hele
methode staat onder het kernwoord in Wikipedia.

7.5. Verwantschapsvoorbeeld

Peer 1 Peer 2 Peer 3 Peer 4
1A 1A
3A 3A
2A
4A 4A
5A

Je ziet nu Peer 1 heeft de allelen 1A en 2A
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Peer 2 heeft 3A en 4A

Peer 3 heeft 1A en 3A

Peer 4 heeft 3A en 5A

Peer 3 is een kruising van 1 en 2

Peer 4 is een nakomeling van 2 maar niet van 1

De nummers 1A en zo verder noemt men de genetische vingerafdruk.

8. Ras bepalingsmethode B
De genetische vingerafdruk voor het ondersteunen van de ras bepaling.
Genetische vingerafdruk = fingerprint = vaderschapstest = verwantschapstest.

8.1. Genetische vingerafdruk (DNA- profiling)

Dit is de naam voor een methode om uit het desoxyribonucleinezuur (DNA) van een individu (mens, dier
of plant) bepaalde stukjes te selecteren en met het analoge gebied in een ander individu van dezelfde
soort te vergelijken.

Er zijn delen van het DNA die tussen alle individuen van een soort maar heel weinig variatie vertonen; er
zijn echter ook segmenten waarvan de samenstelling tussen individuen sterk verschilt (DNA-
polymorfismen), de zogenaamde microsatellieten. Door een dergelijk hypervariabel stuk te kiezen kan
een patroon worden verkregen dat met een hoge mate van waarschijnlijkheid volstrekt uniek is voor het
betreffende individu, met uitzondering van eeneiige tweelingen, klonen_en chimaera's.

8.2. Moleculaire merkers (Genmerkers)

Dit is een kort stukje DNA, dat voor het bewijs van bepaalde DNA delen nodig is om met de PCR
(Polymerase Chain Reaction) methode noodzakelijk is. Het bestaat meestal uit 18-24 basis paren.
Voor appels en peren neemt men 17 merkers waaraan de verwantschap wordt bepaald.

De merkers komen uit een internationale databank.

8.3. Polyploide

Dit zijn de diploide rassen met twee bestuivers en twee setjes chromosomen.

Er zijn ook andere vormen dit is een deel van de uitleg bestuiving bij peren die ook nogal ingewikkeld
kan verlopen maar voor vandaag houden we dat er even buiten.

De afbeelding geeft de verschillende vormen aan 1,2,3en 4

T

Het erfelijke materiaal DNA

9. Wat is DNA?

Nog een uitleg. lets anders geformuleerd om het duidelijker te krijgen. De bron is
“https://www.scholieren.com/werkstuk/2688”

Onderzoekers waren al heel vroeg te weten gekomen dat het lichaam uit cellen bestond. Ze dachten
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toen ook al dat je de eigenschappen van je ouders kreeg als je geboren werd maar hoe dat wist nog
niemand. Ze dachten lange tijd dat je precies de helft van de eigenschappen kreeg en dat die met elkaar
gemengd werden. Als je dan bijvoorbeeld een zwarte cavia en een witte cavia kruiste dan moest je grijze
krijgen. Deze theorie bleek na onderzoek niet te kloppen want je kreeg of zwarte of witte cavia’s en
geen grijze. Dit was het begin naar de jacht op het DNA. Er moest dus iets in de cellen zitten dat de
erfelijke eigenschappen bepaalde. Na lang onderzoek ontdekte men chromosomen, dit zijn langgerekte
dunne draden in de cellen. Ze zijn alleen te zien bij delende cellen. leder organisme heeft een vast aantal
chromosomen, de mens heeft drieéntwintig paar chromosomen.

Men ontdekte dat het de langgerekte draad een DNA molecuul was en wat de bouwstenen daarvan
waren. DNA bleek te zijn opgebouwd uit een fosfaatgroep, een desoxyribose en een stikstofbase. Er zijn
vier soorten stikstofbasen: adenine (A), guanine (G), thymine (T), cytosine (C). In de jaren tot 1920 dacht
men dat deze vier basen altijd in dezelfde volgorde voorkwamen en in vaste verhoudingen, namelijk
ATCG-ATCG-ATCG... etc. Dit kon echter niet kloppen want dit heeft geen mogelijkheid om erfelijke
informatie op te slaan.

James Watson en Francis Crick ontrafelden in 1953 de structuur van het DNA molecuul. Ze hadden al
eerder een model gemaakt met drie om elkaar wentelende ketens, maar dit was een kolossale blunder
geworden omdat het chemisch gezien niet klopte. Toen ze een rontgen foto zagen van Rosalind Franklin
kwamen ze op het idee om een model met 2 ketens te bouwen.

Ze beschreven dat DNA de vorm heeft van een moleculaire wenteltrap, een dubbele Helix.

Beide leuningen van de wenteltrap bestaan uit fosfaatgroepen en desoxyribose die om en om in twee
lange ketens gerangschikt zijn. De ketens zijn als twee lange spiralen om elkaar heen gewonden (de
wenteltrap). Aan elke ribose zit een stikstofbase.

De treden van de DNA-wenteltrap worden gevormd door twee met elkaar verbonden basen: adenine en
thymine (A-T), cytosine en guanine (C-G).

Er zijn verschillende redenen om aan te nemen dat een A en een T tegenover elkaar liggen en een C
tegenover een G

1) In het DNA molecuul zijn de concentraties adenine en thymine gelijk en de concentraties guanyne en
cytosine zijn ook aan elkaar gelijk.

2) Er is een verschil in type bindingen.

3) Adenine en guanine hebben beide twee bindingsmogelijkheden en guanine en cytosine hebben er 3. .

4) De afstand van de “leuningen” moet steeds gelijk zijn. Cytosine en thymine kort en guanine en
adenine zijn lang. Er moet dus altijd een korte stikstofbase tegenover een lange stikstofbase liggen,
anders zou de lengte tussen de leuningen variéren.
De volgorde waarin de stikstofbasen in het DNA voorkomen, vormt de code waarmee de erfelijke
informatie is vastgelegd.

DNA-code en genen

De stikstofbasen A, C, G en T zijn de letters voor codewoorden die met elkaar een codezin vormen. Een
combinatie van drie opeenvolgende stikstofbasen in de DNA- wenteltrap vormt een codewoord,
bijvoorbeeld AGT of CGC. Onderzoekers hebben ontdekt dat een groep van drie stikstofbasen de code
voor één aminozuur vormt. De combinatie AGT bijvoorbeeld codeert voor het aminozuur serine en CGC
voor alanine.

DNA kent vier stikstofbasen: A, C, T, en G. Elke plaats in een groep van drie heeft dus vier
mogelijkheden. Dat levert dus 4% = 64 verschillende groepjes. Hiermee kunnen meer dan twintig
verschillende aminozuren gevormd worden. De algemene formule voor een a-aminozuur is R-CH(NH>)-
COOH. Zie Wikipedia voor nadere uitleg.

Een hele zin uit de DNA taal (een gen) bestaat uit een groot aantal ‘drieletter woorden’ die samen een
compleet eiwit vormen. DNA is dus een onvoorstelbaar lang molecuul, dat vele malen langer is dan de
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cel zelf. Dit is echter niet vreemd, omdat er ontzettend veel informatie in is opgeslagen. Het is dan ook
vrijwel onmogelijk dat er twee mensen rondlopen met precies dezelfde eigenschappen.

Deze uitleg is uitgebreider dan in het artikel. Hierin worden ook de afmetingen van de onderdelen
genoemd. De doorsnede van de helixis 2 nm.

Een nanometer, symbool nm, is een lengtemaat die is afgeleid van het Sl-stelsel en is gelijk aan 10-9
meter, dus 0,000 000 001 meter of een miljardste van een meter. Een verouderde benaming is
millimicron. In een nanometer passen zo'n 5 atomen.

De stukjes van de helix zijn opgerold. Als je het DNA uitrekt, kom je uit op een enorme lengte.

Een peer heeft 17 chromosomen en een appel ook, maar een moerbei 38...
Het ras wordt bepaald door een bepaald stukje DNA uit de keten te knippen en dit te vergelijken.

Ik neem het stuk uit Leuven over om er naar toe te werken welke problemen wij ondervinden bij de ras
bepaling van appels.

10. Het gebruik van moleculaire merkers

Het gebruik van moleculaire merkers in de appelveredeling: studie van groeikarakteristieken en
genotypenidentificatie. Zie: https://www.biw.kuleuven.be/dtp/fruit/project

de originele tekst is overgenomen.

10.1. Studie van groeikarakteristieken : Probleemstelling en doelstelling

In de appelteelt kampt men met een aantal acute problemen die slechts op te lossen zijn via veredeling.
De veredeling van appel heeft echter een laag rendement ten gevolge van o.a. de hoge graad van
heterozygotie. Een organisme is heterozygoot voor een bepaalde eigenschap, als het twee verschillende
vormen (allelen) van een gen heeft. Dit betekent dat het voor een bepaalde eigenschap die zich op een
bepaalde plaats (locus) op de chromosomen bevindt, twee verschillende kopieén heeft.)

Planten die een duidelijk afgegrensd vroeg ontwikkelingsstadium hebben, die jong of onvolgroeid zijn.
De vorm van de hele (jeugdige) plant, of de bladvorm of een ander kenmerk verschilt van die van
volwassen planten.

Bovendien is er veel ruimte nodig om de zaailingen te planten en te laten opgroeien en komt hierbij nog
de grote onderhoudskost. Een verbetering van de veredelingsefficiéntie is dus van cruciaal belang bij
appel. In dit opzicht spelen moleculaire merkers een bijzondere rol aangezien moleculaire merkers die
gekoppeld zijn aan specifieke eigenschappen toelaten om een groot aantal planten in een vroeg stadium
van hun ontwikkeling te onderzoeken. Dit maakt volledige opkweek van zaailingen overbodig om te
ontdekken of een gewenste eigenschap al dan niet aanwezig is. Eén van de belangrijkste oorzaken van
een laag veredelingsrendement bij appel is echter ook het feit dat er weinig kennis bestaat over de
genetische controle van agronomisch belangrijke eigenschappen, zoals 0.a. de boomvorm.

Voor eigenschappen die de boomvorm bepalen zijn bijna nog geen moleculaire merkers voor handen.
Aangezien echter nogal wat agronomisch belangrijke eigenschappen polygeen gecontroleerd worden, is
het noodzakelijk om eerst genetische kaarten op te stellen om nadien moleculaire merkers voor
groeikarakteristieken bij appel te identificeren. Met behulp van deze moleculaire merkers kan dan de
genetische controle van groeikarakteristieken bij appel bestudeerd worden en kunnen meer efficiénte
veredelingsprogramma’s opgesteld worden.

10.2. Genetische kaarten

Voor het opstellen van de genetische kaarten wordt gebruik gemaakt van een kruising tussen Braeburn
(normaal boomtype) en Telamon (kolomtype). De technieken die gebruikt worden om merkers te
zoeken om op de genetische kaarten te plaatsen zijn enerzijds de AFLP-techniek en anderzijds
microsatellieten. Via deze technieken worden polymorfismen tussen Telamon en Braeburn gescoord in
de nakomelingenpopulatie. Via het karterings-programma JoinMap worden dan genetische kaarten
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opgesteld voor Braeburn en Telamon. Op deze genetische kaarten zulllen dan QTLs voor verschillende
groeikarakteristieken geplaatst worden.

10.3. Groeikarakteristieken

De nakomelingenpopulatie van Telamon x Braeburn wordt gedurende enkele opeenvolgende jaren
opgemeten voor verschillende kenmerken zoals de lengte van de hoofdscheut, het aantal vertakkingen,
de lengte van de vertakkingen, het percentage vertakkingen, het aantal internodién, de gemiddelde
internodiumlengte en de groeisnelheid. Deze kenmerken zullen op de genetische kaarten geplaatst
worden als QTLs en zullen dus gebruikt worden om moleculaire merkers voor deze kenmerken op te
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10.4. Genotype-identificatie: probleemstelling en doelstelling

In klassieke appelveredelingsprogramma’s is het belangrijk om unieke DNA profielen of fingerprints van
selecties te kunnen opstellen met als doel deze selecties ontegensprekelijk te identificeren zowel in het
kader van selectiebescherming als selectiebeschrijving. Ook om de onderlinge genetische
verwantschappen en, in geval van twijfel, de echte kruisingsouders te bepalen, kunnen deze fingerprints
gebruikt worden.

Het opstellen van deze fingerprints gebeurt met behulp van microsatellieten (SSR). Tabel 1 toont het
fingerprintpatroon van enkele cultivars en enkele selecties die ontstaan zijn door kruising van beide
cultivars. De 'groene’ allelen komen overeen met de allelen van de moedercultivar, de “rode” allelen
komen overeen met de allelen van de vadercultivar. Voor het opstellen van de fingerprints wordt
telkens gebruik gemaakt van 16 verschillende microsatellieten. Via een clusteranalyse wordt dan
nagegaan of de fingerprints van iedere cultivar en selectie uniek zijn zodat er kan gesproken worden van
een eenduidige identificatie.
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10.5.Tabel 1:
SSR -analyse van de cultivars Arlet en James Grieves en de selecties 4/3/185 en 4/2/276

SSR Arlet James Grieve 4/3/185 4/2/276
01a6 130 136/128 130/128 130/128
02b1 236/216 238/216 216/238 216/238
04h11 225/203 225/205 203/205 225/205
05g8 121 121 121/121 121/121
23g4 88/84 110/104 84/110 88/104
28f4 112/100 112/104 112/104 100/112
CHO1H10 110/100 100 100/100 100/100
CHO1E12 275/243 249 275/249 275/249
CHO1B12 175 175/157 175/175 175/175
CHO1EO1 112/110 110/106 112/110 112/106
CHO1F02 182/170 208/206 182/208 182/206
CHO1HO1 133/121 123/121 133/121 121/123
CHO1B12 138 138/122 138/138 138/122
CHO02C06 232 248/236 232/248 232/248

CHO02D12 0/0 227/0 0/0 0/0
200/192 196/192 200/192 192/192

11. Hoe de stand van het onderzoek nu is weet ik niet.

De voorlopers van de mooie handperen worden door ons stoofperen, steenperen en in Duitsland
Wirtschaftsbirnen genoemd. Voor deze familie ontbreekt een gemeenschappelijke naam. In Nederland
zeggen we handperen en stoofperen, bijvoorbeeld Conference en Gieser Wildeman en dat is het.

De kennis van en ervaring met stoofperen is bijna helemaal verdwenen.

We proberen erachter te komen waar de vruchten, het hout en de bladeren voor gebruikt werden,
zodat we de toepassing en het gebruik ervan in ere kunnen herstellen.

We moeten de verwantschap tussen de verschillende rassen onderzoeken.

Ondertussen is gebleken dat de Nederlandse stoofpeerrassen zoals kleipeer het in het buitenland slecht
doen. Van de 40 rassen die we in Beieren hebben geplant zijn maar 10 rassen levendig de rest probeert
te overleven.

Nu we toch bezig zijn zal ik nog een leuk gedachtespinsel meenemen uit het boek van John Maddox:
“Wat we nog niet weten”. Grote vragen in de wetenschap.

10.1. Een rol voor rotzooi.

In de DNA ketens zitten een hele hoop eenheden die schijnbaar nergens voor dienen. Zo schrijft Maddox
van het menselijk genoom is slechts 3 % actief. De andere 97 procent is nodig om de processen in goede
banen te leiden.
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Ik vat nu het bovenstaande samen in wat eenvoudiger bewoordingen.

Het ene DNA-systeem vertoont veel meer variatie dan het andere systeem. Dat wil zeggen zoogdieren
zijn allemaal verschillend, maar ze lijken sterk op elkaar.

Bij kinderen van Rosacea zie je een grote verscheidenheid in de nakomelingen. Dat vindt zijn oorsprong
in het raadselachtige systeem van de geslachtelijke vermeerdering. De rozenfamilie vertoont heel
gemakkelijk genetisch identieke en toch heel verschillende nakomelingen.

Gezaaide peren geven niet honderden gelijke planten, zoals gebeurt bij paardenbloemen. Nakomelingen
bij peren zijn allemaal verschillend.

Bij de moderne appelrassen zijn de variaties gering. Er is voor gezorgd dat de kinderen veel op elkaar
lijken. Dit gebeurt door middel van enten en niet door geslachtelijke vermeerdering.

De stoofperen, de voorlopers van de mooie handperen die het onderwerp van ons onderzoek vormen,
variéren heel sterk. Dit vindt zijn oorzaak in het ingewikkelde proces van de celdeling. Dat betekent dat
eenvoudige bepaling via het DNA van het ras wel eens even moeilijk kan zijn als... determineren van de
fenologische kenmerken. DNA merkers en familiekenmerken ontbreken nog min of meer.

De fenologische kenmerken zijn niet eenduidig.

12. Samenvatting

De door de wetenschap verworpen vruchtherkenningsmethode of de fenologische methode is het
wapen van de pomoloog.

Bij de vruchtherkenningsmethode ontbreken goede beschrijvingen en afbeeldingen. Door de
wetenschap wordt de vruchtherkenningsmethode als onvoldoende nauwkeurig verworpen. Voor de
stoofperen en hun verwanten zijn een paar kenmerken en een eenvoudig plaatje al heel wat. In feite is
er ook geen of zeer beperkt fenologisch materiaal voorhanden.

Dus:

De morfologische herkenning bij perenrassen voor de handperen is niet betrouwbaar mogelijk.

DNA is de codering van het leven. Aan een blokje met steeds dezelfde samenstelling, de ruggengraat,
kunnen vier basen worden geplakt. Deze keten is verbonden met een tegenketen door een zwakke
binding. Het geheel zit opgerold in een cel. Door een stukje heel veel te kopiéren via een bepaalde
methode kan bepaald worden wat waar bij hoort.

“Nodig is dan wel dat eerst een groot aantal verschillen in DNA tussen verschillende rassen wordt
gevonden en vervolgens bij welke eigenschap die stukjes DNA horen. En dat kost veel tijd en moeite™’.
Citaat van Dr. W.J. Sluiter .

Dus:

De methode via DNA is niet goed mogelijk omdat de gegevens voor de nodige merkers voor de rassen
voor de handperen nog niet zijn gemaakt.

Eris geen bruikbare[methode om de naam van de oude perenrassen goed te bepalen [Met opmerkingen [TK1]:

Dus:

Sluit ik af met een vraag en een verzoek om hulp en commentaar. Wat nu? zei Pichegru.

Tammo Katuin
Nagele, 9 november 2017
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