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INLEIDING

In I.B.V.L.-Rapport 3 (1973), "Onderzoek naar de dieper gelegen oorzaken
van de blauwgevoeligheid bij aardappelen'", wordt als voorstel van onder-
zoek genoemd:''Onderzoek naar het verband tussen de blauwgevoeligheid,

de elasticiteit en de plasticiteit van het knolweefsel®.

In verband hiermee leek het wenselijk daaraan voorafgeand een mikroskopisch
onderzoek te verrichten naar de aard van de beschadigingen van het knol-
weefsel bij stoten. Blauwkleuring wordt veroorzaakt door enzymatische
oxidatie van het aminozuur tyrosine via een aantal tussentrappen tot het
donkergekleurde melanine (Burton 1969). Deze oxidatie vindt plaats wanneer
de cellen worden beschadigd. Enzym en substraat Xunnen dan onder invlioed

van O, een reaktie aangsan.
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Specifiek voor deze blauwkleuring is nu dat de verkleuring niet ontstaat

op de plaats wasr de knol wordt gestoten, nl. de cortex, maar zich konsen-
treert rondom de vaatbundels. De schok plant zich met afnemende intensiteit
voort door de cortex en veroorzaakt hier geen opmerkelijke beschadiging,
echter wel rondom de vaatbundels (Burton 1969).

Bij mikroskopisch onderzoek van aangetast, verkleurd weefsel valt een
donkere korrelige substantie waar te nemen in de cellen. Dit zou melanine
zijn (Boyd 1951}.

Vanwege de geringe dieptescherpte van een normale lichtmikroskoop, is het
nauwelijks mogelijk met een dergelijke mikroskoop enig inzicht te krijgen
in de onderlinge samenhang van cellen in weefsel.

Dit is wel mogelijk met een Rasterelektronemmikroskoop (R.E.M.}. De R.E.M,
is uitermate geschikt voor grotere objekten met een gekompliceerde opper-

vlaktestruktuur waarvoor een grote dieptescherpte nodig is.



De vragen die zich bij een onderzoek naar de beschadiging van het knol-
weefsel bij stoten met betrekking tot het blauw-worden voordoen, zijn

de volgende:

1) In welke mate wordt bij stoten van een aardappelknol het weefsel

beschadigd en waar treedt de beschadiging op?

2) Gaat elke beschadiging van weefsel c.q. celwanden samen met de

vorming van het '"blauwe' kleurkomplex?



MATERIAAL EN METHODEN

Materiaal

Voor dit onderzoek werd uitgegaan van de rassen Bintje en Woudster.
Bintje staat in de praktijk bekend als een weinig blauwgevoelige aard-
appel. Dit in tegenstelling tot het ras Woudster, dat nogal blauwgevoe-
lig is.

Het materiaal was afkomstig van de proefboerderi)j "De Eest" in de Noord
Qost Polder. Als proefmateriaal werden knollen van de maatfraktie 45-55
gebruikt in de soortelijk-gewichtsklasse 1,09 tot 1,10.

De bewaartemperatuur bedroeg L°C,

Voor de zoutscheiding en de blauwgevoeligheidsbepaling werden de knollen
gedurende &&n week bij 10°C. bewaard.

Blauwgevoeligheidsbepaling

De blauwgevoeligheid werd bepaald met behulp van een valgewicht van

65 gram en een diameter van 10 mm. De valhoogte was 60 cm.

De knollen werden met een ringstempel op twee plaatsen aan het naveleind
gemerkt.

Deze gemerkte plaatsen werden &Emnmaal met het valgewicht behandeld.

Na de behandeling werd het materiaal gedurende drie dagen bij 10°%¢.
bewaard.

Vervolgens werd beoordeeld in welke mate "blauw" was opgetreden en werden
er preparaten gemaakt voor het Rasterelektronen-mikroskopisch (R.E.M.)

onderzoek,

Rasterelektronen-mikroskopisch

onderzoek

De knollen werden in plakken gesneden loodrecht op de top-navel as,

waarna de gemerkte knolstukjes werden gekontroleerd op blauw.



Van elk ras werden de volgende objekten voor het R.E.M.-onderzoek

genomen:
1) a. Een gemerkt en behandeld knolstukje dat niet blauw is geworden.

b. Een niet-behandeld knolstukje van dezelfde knol als onder la.

2) a. Een gemerkt en behandeld knolstukje van een blauw-geworden knol

b. Een niet-behandeld knolstukje van dezelfde knol als onder 2a.

Preparaten voor het R.E.M.-onderzoek mogen niet meer dan ca.5% water
bevatten, daar het materiaal onder vaskuum wordt bekeken. Dit werd bereikt
door het materiaal na invriezen in vloeibare stikstof te vriesdrogen,

Een R.E.M. werkt via een op het preparasat vallende elektronenbundel.

De prepareertechniek is erg eenvoudig. Het is voldoende om een blokje
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meteriaal te maken van ongeveer 1 cm”, waaraan met een mikrotoom snij-
vlekken zijn gemasakt. De vraag was of deze snijvlakken v8dr of ni vries-
drogen dienden te worden gemaakt.

Van alle objekten zijn daarom twee preparaten gemaakt, respektievelijk
v66r en na vriesdrogen. De preparaten bestaan uit een blokje knolweefsel
met schil, een dwars en een radiaal snijvlak. Om geschikt te zijn voor
het R.E.M.-onderzoek, werd het materiaal vervolgens met goud opgedampt.
Opdampen met goud is nodig om geleiding te krijgen van de ontstane sekun-

daire elektronen, die op een T.V.-scherm zichtbaar werden gemeakt.

De gebruikte R.E.M. is van het merk Jeol.



WAARNEMINGEN EN DISKUSSIE

Van de op de R.E.M. bestudeerde preparaten zijn foto's gemaskt van karak-

teristieke en representatieve beelden.

Maken van coupes voor of na het

vriesdrogen

De vraag was allereerst, welke preparaten het meest geschikt zijn voor het
R.E.M.-onderzoek, dat wil zeggen welke prepsraten hebben de grootste
dieptescherpte en vertonen zo min mogelijk artefakten,

Het gaat hierbij om de vraag of men eerst snijvlakken moet aanbrengen en
dan vriesdrogen, of eerst moet vriesdrogen en dan met behulp van een
mikrotoom snijvlakken moet aanbrengen. De resultaten hiervan worden weer-
gegeven op de afbeeldingen 1 en 2. Op afbeelding 1 is het resultaat te
zien van het snijden van vers aardappelweefsel, waarna een vriesdroog-
procedure is toegepast.

Op afbeelding 2 is een coupe te zien afkomstig van reeds gevriesdroogd
materiasl. De resultaten zijn bij afbeelding 2 aanzienlijk beter. Bij
vers snijden en vervolgens vriesdrogen werden de cellen dichtgeslibd.

Dit in tegenstelling tot het preparaat var afbeelding 2, waar de celin-
houd, de celwanden en de onderlinge samenhang tussen de cellen goed te
zien is. De volgende foto's zijn dan ook alle afkomstig ven preparsten
die na vriesdrogen zijn gesneden.

Van de behandelde knollen waren er slechts enkele {(ca. 4 %) die na drie
dagen lichte blauwverschijnselen vertoonden. We hadden hier bij beide
rassen te maken met weinig blauwgevoelige partijen. Bij de knollen die
het blauwverschijnsel vertoonden, was het blauw echter steeds bij beide

behandelde plakken zichtbaar.
Resultaten met het ras Bintje

Invloed van stoten op parenchymweefsel
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Afbeelding 2 toont een dwarsdoorsnede van parenchymcellen tussen schil
en vaatbundeling van weefsel dat niet met een valgewicht is behandeld
(1 v.).



De inhoud van de cellen bestaat voornamelijk uit zetmeelkorrels. De in
de zetmeelkorrels zichtbare scheuren zijn artefakten. Deze ontstaan
tijdens de opname door de hoge energie van de opvallende elektronen-
bundel, Het lijkt alsof de zetmeelkorrels in de cel bij elkaar worden
gehouden door een vlies (membraan). Ook de celwanden zijn intakt.
Afbeelding 3 toont parenchymweefsel afkomstig van een behandeld en
blsuw-geworden objekt. Opvallend is hier dat de cellen los van elkaar
liggen en de celwanden zijn gescheurd. De zetmeelkorrels in de cellen
zijn als afzonderlijke bolletjes zichtbaar. Er is geen samenhang en ook
de eventuele membranen zijn waarschijnlijk gescheurd.

De sponsachtige substantie in de cellen tussen de zetmeelkorrels (onderaan
in het preparast) zou een polymerisatieprodukt kunnen zijn, dat ontstaan

is tijdens de blauwverkleuring.

Invlced van stoten op de schil en het sangrenzend weefsel

In alle behandelde preparaten is het weefsel onder de schil beschadigd

(afbeelding b4). Door de struktuur van de schil, namelijk platte en ver-
kurkte cellen, is moeilijk waar te nemen in hoeverre hier beschadiging

is opgetreden.

Het onderliggende parenchymweefsel is echter sterk beschadigd. Ock hier
zijn van elkaar losgeraakte en gescheurde celwanden wear te nemen. Dit

in tegenstelling tot het parenchymweefsel afkomstig van niet-behandeld,
intakt knolweefsel(zie efbeelding 5). De zetmeelkorrels werden ook hier
bij elkaar gehouden door een membraan; dit in tegenstelling tot het in

afbeelding 4 getoonde weefsel, De in het laatste geval zichtbare verti-

kale scheur is een vriesdroogartefakt.



Inviced van stoten op weefsel rondom de veatbundel

Op grond van ervaring is het een bekend feit, dat bij blauwgevoelige
aardappelen na stoten de blauwverkleuring in eerste instantie voornamelijk
tussen de schil en de vaatbundelring ontstaat.

Soms is er alleen rondem de vaatbundeling een blauwkleuring te zien en
niet in de cortex.

Opvallend in alle geobserveerde preparaten was dan ook, dat er bij de
gestoten objekten gescheurde cellen aanwezig waren rondom de vaatbundel.
Het tussen de vastbundels liggende parenchym was intakt, evenals het
parenchym tussen de vaatbundels en de beschadigde parenchymzone bij de
schil.

Afbeelding 6 toont een preparaat afkomstig van knolweefsel dat na stoten
blauw geworden is. Dit in tegenstelling tot het preparaat van knolweefsel
dat na stoten geen blauw vertoont (zie afbeelding 7). In het eerste geval
is een aantal gescheurde parenchymcellen onder de vaatbundel zichtbaar
(zie foto 6 bovenaan). De beschadigde cellen bevatten dezelfde sponsach-
tige struktuur rondom de zetmeelkorrels als bij afbeelding 3. In afbeel-
ding T zijn de parenchymcellen rondom de vaatbundels intekt. De vaat-
bundelcellen zelf zijn bij beide objekten intakt. De cellen van de vaat~
bundels zijn klein vergeleken bij het omliggende parenchymweefsel. Qok
zijn de vaatwanden dikker en minder elastisch dan de wanden van het niet-
verhoute parenchymweefsel. Beide soorten weefsel zullen dus, vanwege hun
verschil in struktuur, verschillen in deformatie vertonen onder invloced
van stoten. Dit zou een sneller optreden van beschadigingen rondom de
vaatbundels in het grensgebied tussen beide weefsels kunnen verklaren.
Wat er de oorzaak van is dat in het ene preparaat de cellen na stoten zijn
gescheurd en blauw geworden en in het andere geval intakt zijn gebleven,
is nog niet duidelijk.

Het is niet mogelijk om met de R.E.M.-techniek exakte waarnemingen te
doen over verschillen in celwanddikte. Als gevolg van het snijden wordt
het snijvlak enigszins vervormd, waardoor de dwarsgesneden wand dikker

1ijkt dan in werkelijkheid het geval is.



Opvallend is echter, dat bij een aantal na stoten n i e t blauw ge-
worden preparaten (zie afbeelding T) de zetmeelkorrels kleiner waren

dan bij de onder dezelfde omstandigheden w e 1 blauw-geworden preparaten
(zie afbeelding 6).

In tegenstelling tot een cel gevuld met enkele grote korrels, zal bi]
stoten van een cel gevuld met vele kleine korrels een veel bhetere druk-
verdeling plaatsvinden. Dientengevolge zal het weefsel een grotere defor-
matie kunnen opvangen. De kans op scheuren als gevolg van plaatselijke
cverbelasting is dan gerinzer. Dit zou een oorzask voor verschil in blauw-
gevoeligheid kunnen zijn.

Het is wenselijk dat hieraan verder onderzoek wordt verricht.

Uit eigen waarnemingen met behulp van lichtmikroskopie van een aantal
rassen bleek, dat aardappelrassen met grote cellen in het algemeen blauw-
gevoeliger waren dan aardappelen met kleine cellen. In het laatste geval
is het weefsel steviger (Niet-gepubliceerde resultaten).

Ook in dit onderzoek met de R.E.M.-techniek komt dit verschijnsel naar
voren. Afbeelding 8 toont parenchymweefsel van een niet-blauwgevoelige
knol en afbeelding 9 van een blauwgevoelige knol. Beide preparaten zijn
afkomstig van niet-gestoten weefsel. De cellen van de niet-blauwgevoelige
knol zijn duidelijk kleiner dan van de blauwgevoelige knol. Ook zijn de

zetmeelkorrels in het eerste geval kleiner.

Resultaten met het ras Woudster

De resultaten met het ras Woudster komen goed overeen met de resultaten
van het ras Bintje.

Oock hier vindt men bij gestoten en blauw-geworden weefsel de beschadiging
in het parenchym vlak onder de schil en in het parenchymweefsel rondom

de vaatbundels.

Afbeelding 10 toont een preparaat afkomstig van gestoten en bleuw-
geworden weefsel rondom de vaatbundel. De resultaten zijn vergelijkbaar
met die welke getoond zijn in afbeelding 6. Vooral rechts zijn duidelijk
de gescheurde cellen te zien. Afbeelding 11 toont een preparaat afkomstie
van niet-behandeld weefsel. Het weefsel rondom de vaatbundel is in dit

geval nog volledig intakt.



Afbeelding 12 is evenals afbeelding T afkomstig van gestoten, maar niet
blauw-geworden weefsel. In tegenstelling tot het ras Bintje heeft hier
echter wel een beschadiging plastsgevonden. Rechts, midden en boven
naast de vaatbundel.zijn de celwanden over de middenlamel afgescheurd.
De celwanden zelf zijn echter nog intakt en liggen als een vlies om de
zetmeelkorrels. Afbeelding 13 geeft dit effekt meer in detail weer.
Blauwkleuring (oxidatie van de celinhoud) treedt waarschijnlijk niet op
omdat de celwanden zelf niet zijn gescheurd.

Verder onderzoek zal moeten uitwijzen wat er de ocorzaak van is, dat in
het ene geval de celwanden loslaten en er geen blauwkleuring optreedt,

terwijl er in het andere geval breuk en dus blauwkleuring plaats vindt.
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SAMENVATTING

Uit het onderzoek met behulp van R.E.!M. naar de beschadigbaarheid van
knolweefsel bij stoten in verband met blauwgevoeligheid, kan men het

volgende konkluderen:

1) Wordt na stoten het weefsel blauw, dan heeft er een beschadiging
pleatsgevonden, en wel voornamelijk in het parenchym vlak onder
de schil en in het parenchym rondom de vaatbundels. De celwanden
zijn van elkaar afgescheurd om de midde=nlamel en vertonen breuken.
De zetmeelkorrels liggen als losse bolletjes in de cel, dit in tegen-
gtelling tot het intakt weefsel. Dit betekent dat de organisatie
van de celinhoud is verbroken en er eventuele membranen beschadigd
zijn. Enzym en substraat, betrokken bi} de blauwkleuring, komen dan
nmet elkaar in kontakt en onder invlcoed van 9, vindt oxidatie plaats
van tyrosine tot melanine. Dat vooral de cellen bij de vaatbundel
zijn beschadigd, wordt geweten aan het feit dat hier de parenchym-
cellen onregelmatig in grootte zijn. Hierdoor is de samenhang tussen
de cellen geringer c¢n worden de dunwandige parenchymcellen tegen
de dikwandige vaten stukgedrukt.

2) Wordt het knolweefsel na stoten niet blauw, dan doen zich twee moge-

1ijkheden voor:

a) Het weefsel is niet beschadipd, zoals we bij Bintje zagen.
De oorzaak hiervan is niet bekend en kan gezocht worden in o.a.
steviger celwanden, grotere plasticiteit van de celwand, turgor
van de cellen, kleinere cellen en kleinere zetmeelkorrels.
De R.E.M. geeft alleen over de laatste twee feiten informatie.
Het ziet er inderdaad nasr uit dat dit weefsel kleinere cellen
en kleinere zetmeelkorrels bevat.

Hieraan moet verder onderzoek worden verricht.



b) Het weefsel is wel beschadigd; echter op een zodanige manier
dat er geen blauwkleuring optreedt.
Dit is waargenomen bij het ras Woudster. De celwanden zijn
hier van elkaar afgescheurd over de middenlamel, maar ze
vertonen geen breuken. Dit zou betekenen dat de membranen
onbeschadigd en de celinhoud op zijn plaats is gebleven, waar-
door geen blauwkleuring optreedt.

Ook dit laatste verschijnsel moet verder worden onderzocht.

O=Q =0 =D=0=0--0Q
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afb. | Bintje, 300 x vergr.
Snijvlak aangebracht voordat het weefsel werd gevriesdroogd.
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100 x vergr.

afb. 7 (rechts) Bintje,

afb. 6 (links) Bintje, 100 x vergr.

Vaatbundel en parenchymweefsel van een

Vaatbundel en parenchymweefsel van een

behandelde en blauw-geworden knol.

behandelde en nidt blauw—geworden knol.






