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Orifinterends prosfjes betreffends de stuifmselkieming ven paprika’?h
in vivo en in vitro 1964 - 1965

Andeiding

Naar het sich laat sanzien, kan in de toekomst de tomsat, vooral
vroeg in het Janr, goeddsels door de paprike verdrongen vorden. Om iots
sesr van de stuifweslkioning en hechting van 4it gevas te veten te komen,
werd orifnterend nagegsan, welke werkwijsen Liervoor gesehikt sijn. In
sayate instantis verd dus nsar bruikbare methoden gesoobs, om de kieming
in vivo en vitro te bepalen,

Voor 8e kiswing in vivo ward het recept van L.A., Pioans em P.C.
Spicer als richtlijn gedbruikt (Stein Technology 1958 No. 33 bls, 15-17),
Op 1 september 1964 verden & 60 dloemen gecastresrd ('s middege), De
stenpels werden op 5 september ‘s«piddags bDestoven on & 2 - 3 wur na de
bestulving gefixeerd. Ds fixatie vond plaats in een mengsel van 3 delen
sloohol 96 en £én dsel 1jsasiic., De atijlen bdleven 1 wur bij kamertenpe-
rataur in dese oplossing staan, wasrns het gehssl in de i)skast werd
geset. Op 4 septenber verden 4¢ stijlen in drie groepen verdeeld., Elke
groey verd apart gehydrolyseerd. De volgende tijden werdsn hierdhij sane
gehouden 20, 30 en 40 minuten. De hydrolysatie vond steeds bij 60°C ia
45%% asijnsuny plaats. ¥a het hydrolyserea werden de stijlen gekleurd in
eon mengesl van 150 ng safranine en 29 mg slineblauv opgelost in seer
varae A%%-ige ssijnasuur (met serug viceikoeler). Yoor het kleuren werd
de afgekoelde kleurstofl stesds gefiltreexd., Na het kisuren werden ds
stijlen 3C in de kleuvstof 3f in de glyosrive«gelatine geplet en bekeken.
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de duur van het klsuren werd gevariserd, Bij 20 sinuten hydrolyseren werd
er gedurende %5, 10 an 15 minuten gekleurd, HiJ 30 sinuten hydrolyseren
10, 15, 20 en 2% minuten, omdat tosn reeds bleek, dat 5 mninutan kleuren
san 4o korte kant was. Bij] 40 minuten hydrolyseren werden kleurtijden
van 1%, 20 en 3% sinuten sangehouden. Hieronder volgen in het kort de
sevonden resultaten,

Do stijlen varen iets doorvsiohtig en goed pletbhuar, Aangesien
de stijlen van de papriks vrij 4ik sijn (t.0.v, tomaat) werd met aen
vril lange hydrolysesrtijd begonnen, Vervacht werd, dat dese
stijlen moeilijk pletbany (saoht te maken) souden sijn, Dit bleek
dus arg mee ts vallen. De dikte van de¢ stijlen had wel tot gevolg,
dat sleohts 1 sttjl per dekglas kon worden gebruikt, De stempels
drmikten namelijk 20 breed uit, dat heat gehele dekglan goeddecls
gewald vap, Ook moest i3 4e paprika de gehele stijl worden geplet,
omdat de stempelpunt en de aanhsohtingsplaats naar het wvruohibe-
ginsel hier met het Blote 00g niet wvan elkaar te omderscheiden
sijn. Dit due in tegenstelling met de tomuat en ook één van de re-
denen, waarom masr 1 stempel per dekglas gebyuikt kon worden.

Kleuren gedurende 3 miruten
1 Preparast in klesurstof 2 De stuifuesikor-
2. Preparast in glyserine-gelatine ( g¢) rels waren blauw

met sen blauve kiembuie, Soms waren de korrels door-
sichtig wet licht dlauwe buls, De meeste korrels waren
dnidelijk geschrompeld. Ook de gesohrompelde korrels
wvaren blauw, De kleuring voldesd in beide gevallen matig
sot redeldjk.

Kleuren gedurende 10 mninuten

te Preparast in kleurstof,
Dit preparaat voldeed goed., Ook hierbi) varen de geschron-
pelde korrels blauvw, masy 418 was vl 0 eenvoudig voor
sen duidelijk onmdersoheid ales rood doorsichtige kowrrels.
Soms lag de gebele inhoud van de korrel met kiembuis en
sl Bagst de korrel. Of d1i¢ van nature ook so is (smoals b4}
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do 8ruif wogelijk 1s) of dit door te hard pletten is gekomen,
111104 nog ean open Yraag.

2. Preparaat in gs.

Ook di¢ preparsat voldeed goed masr leesk wel iets minder cone
trastrijk dan het preparsat in kleurstof. Vooral de geschrom-
pelden leken lishter van kleur,

Kleuren gedurende 15 minuten

W e D R W N A N AN W R WG e el R

Zowsl het preparast in kleurstof als in gg was goed Wmikbaar,
Weinig tot geen verschil tussen 4e bdeide preparsten.

Klesuren gedurende 10 minuten
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Beide preparsten (kleurstof en gg) voldeden goed. Bij het
preparast in kleuratof leek het verschil tussen vwel en niet gekiend
1oty duidelijker dan bij g8,

Kleuren gedurende 15 minuten

Belde preparaten voldeden weer goed. BiJ dese langers kleurtijd
is kst versohil tussen  kleurstof” en _gg8" nist noemsnsveard, Toe-
wvallig saten sor achter op de stempels in gg meexr korrels, vaardooy
dese preparaten gemskkelijker iste gunstiger werden beocordeslid. De
kisubuisen laten gemakkelijk de geschronpelde pollen los. BLJ tel.
lingen dus allesn de pollen tellen, Lege korrels dan sls gekiend
beschouven en dess gedruikem biJ de bacordeling van de kiemsnelhbeld,

Lleuren gedurande 20 minuten

Beide preparsten veren wesr goed bruikbsar. Waren de lege"
pollen in gy Lets Yotar te sien dan in gg mas? wves het totale cone
frast wellicht minder ¥
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Klsursn gedurends 25 sinuten

Beide preparaten voldeden goed.

suren gedurende 13 mimuten,

Beids preparaten voldeden goed maar ds kleuring kon intenciever,
De langers hydrolysstis acheen &s kleuring dus te verflsuwven.

-

Elsuren gedurende 20 minuten

Beide preparaten voldeden goed,

Kleuren gedurends 23 minuten

Belde preparatan voldedan goed. Uit bovenstasnde blijkt, dat de
stuifmeelkioning op de stempel door widdel van dese kleuring heel
#0ed michibaar te maken is. De tijd van hydrolysersn kan op 20 minutsn
worden gehouden. De aldus behandelde stexpels waren immers goed uit-
drukbas: <n klsurden intensiever dan d1) langere hydrolysatie tet
gvval is.
De 3134 van de kleuring sal Juist ook in verdand med d¢ wrij korte
hydrolysatis-duur op & 19 sinuten kunnen vorden gehouden, Of de pre-
paraten in kleurstof of in gg moeten worden gemaskt komt minder duide-
115k sot uiting. In kleurstof schijnen de resultaten af en tos beter
te aijn dan in gg. OO, haeft sohter het grote voordeel, 4at de pre~
paraten niet uitdrogen su dus niet ourand behoeven te wvorden. In kleur.
stof moet 4it wel gebeuren, wooral als in de Soskomet van 4o geomaakie
preparaten foto's moeten worden genomen. Omrenden ging goed met warme
&8s pavaffine~olie en vaseline. Bij paraffine-olie trok de kleurstef
in het centrum van het dekglas sasen en was daarom dus minder ge-
sohiks. Vaseline moest svsnale gg varm vorden gemaskt, Gg. vordt
echter BiJ afkoeling wrij stevig van sudstantie, vaseline bWlijfe
altije _troep, -

Yoorloplig werd dus de helft van de stijlen in kleurstof bdekeken
en 4o andere helf$ in gg.

Bij weel kienmingsproeven is het Belangrijk de omstandigheden volkomen
in de band e hedben en de inviced van de¢ plant uit te schakelen, Dasron
is het werken met alleen de dlowmen, &ie Op sen voedingshodem stasn vite
geplant, eon geschikts methode. Om au na te gasn, in hoeverre deses methode



4e Maming beInvlioedt, verden op “/9 van 14 to% 15 wur 20 Bloemen aan de
Plant gecastresrd en 20 losse bLiosmen van hun meeldraden ontdasn, vasrns
dess op een voedingsbodem (sie bijlage 1) werden uitgeplans. De dloemen

op de bodem werdenm bij hoge luohtvoohiigheid en kamertemperatuur , dewasrd®
tot de bestuiving. De bdestuiving vond de volgende dag plasats. Des bloemen
op de vosdingsboden werden toen in de kas bij 4e overige gecastresrde
bloemen geses. Er werd 2 en S uur na de bestuiving gefixesrd. Bij het maken
van de prepavaten werd de helft wvan de atempels in kleurstof en de andere
helft 4in gg dekeken. De verkregen uitkomsten geeft onderstaande tabdel.

Aantal gekiend _ —  santal Neoh- Kiesinge- nel-
; - , stilen  ting peroen-  heid
rood um teal S(s)grg.} (1)
ﬂmt 40 285 W 10 | 34 84,7 14,0
 Bodes [ 19 353 408 9 4 872 | 54
Plent 494 9T W68 10 11T 83,1 | 50,9
Dodes 540 1090 1200 10 120 90,8 49,5

Hierult blijkt dus, dat de kienming (is kismingspercesnisge ale
kolom 6) nietd bVenadesld werd door het planten ven de bloemen op de voe-
dingsboden, masr integendsel Juist fete eerder werd verbeterd. Mogelijk
werd 4i¢ vercorsasks door het feit, dat dene bdloenen goed turgesoent
bleven. Ook de heohting (kolom 5) wra 3f iets verbeterd 3 miet of
sauvelijks bDelnvlioed. Dit is bid m& aok wvrijwel altijd het geval
on wordt vermoedelijk veroorsaskt door de stand wvan de blosmen, Hierdoor
kan zelfs als de klesfkraoht niet optimeal is het stuifmesl tooh gemak-
kelijk op de stempel dlijven liggen, omdat de stempels naar boven geriohs
LY
De kiemenelheid ( percentage ,leeg” $.0.v. gekiemd, kolom 7) leek annvane
kelidk b1} de bloesmen op de bodenr dAuidelijk minder 4e zijn dan i de
bloemen san de plant. De latere oontrole ( 5 uur na de destuiving) gaf
son volkomeon vervaarloosbaar versohil asngaande de kiemsnelheid tussen
4s  boden” en _plant® bloemen te sien. Aengesien de kiemsnelheid 2 uwnr
na de bestuiving bepaald meestal gering is, wordt gewconliijk alleen de
hepaling van 5 uur ns de destuiving gebruiks, Uit 4i¢ ocogpunt bekeken
is de kiomenelheid wan 2 uur van ondergeschikt belang. Samenvattend kan
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men dus seggen, dat dese methode van stuifuselondersoek betrouvbasr
gencend kan vorden. In dese proef werd tevens de¢ helft van de stijlen
in klsursiof en de sndere helft in gg bekekan. Juist nu med volkomen
golijke dehandelingen weard geverkt, kvam tooh wel naar veren, dat de pre-
paraten in kleurstof bater te tellen waren. In bijlage 2 is 41t fotogra-
fisoh in besld gedracht. Duldelijk is de intensievere kleuring van de
pollien en pollenbuisen in de kleurstof te sien,

313 een seer vrosge teolt, wasrbij de Bloel in Janmuari 1965 »om.
vond bloemrui plasts. Ook bloeman, die niet afvielen gaven toch geen
vruchtvorning s sten. B3i) enkele BWuiten de proef planten van 4it gewas
verd nagegaan; hoe het met de stuifmeeldesetting op de s tenpel gesteld
was an werd tevens nagegaan, of door kunstmatige dDestulving de bVesetting
verbeterd kon vorden, De destulving wverd uitgevoerd, door met sen ponseel-
tje voorsiohtig in het dicempje te ,rommelen", waardoor getrachs werd het
“stuifmesl Op het steupelt jo te brengen, De stulfueel vorsing vas prima. Er
verd steeds veij stuifmesl in en 0p de bloelends bloenpies gevonden,

Het esrste proefje vond op 'O/1 plasts. Bestoven verd or om 3 11 mur
{ tenperasuur 2%}% Juchtvochtigheid 56%) met sonnig weer en lets nevel,
Gefixesrd werd or om & 13 wur, De lucht was toen bevolkt (temperatuur
2 +5°0 luohtvoohtigheid 49%). De stenpels verdsn ists korter gehydroly-
seexd dan bi) paprika, omdat dens stijlen fijner waren dan dis van de
paprika.

B3 de tellingem bleek, dat biJ de 10 voorbesstoven bdloemen masr op éin
stenpsl leta stuifmeel werd gevonden (4 korrels). Bij de destoven bloemen
word il 7 van de 10 stempels iets stuifmeel gevonden. Het aantal korrels
per stempsl was ook hierbi) verschrikkelijk lasg (asntal korrels 1 - 2 « 5 =
5« %= 7= 10), Wel varen de korrels vrijvel sllemacl gekiesd. Het leek
or dus Op, 4at 4s heohting de boosdoener was, vant stuifmesl wos ex genoey
sn ook de kiemkraoht was goed als het stuifweel wear wilde hechtsn. On de
heehting ts verbetarsn verd gedacht aan het verhogen van de luchtvoohtige
heid. Dasrom verd op 20/1 om & 8.30 uur enkele planten gebdroesd, Om & 11.30
uur van desslfde dag werd esn gedeelte van de Dloonsn weer bestoven. Het
veer vas tosn somnig. De temperatuur in de kas bedroeg 22,1°C en ondanks
het broesen was de luchtvoohtigheid slechts 4%%-. In de proefruimte werd
00, gegeven door propasn te verbdmanden, Dit was sovel om 11,30 war Wi}

2
het bBestuiven als om 135,30 uwar bdij het fixeren het geval, Gedurends de
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fixatie sobeen dv mom. Do Semperatuur was toem 21,00 en d¢ lueht
voohtigheid bedroeg 47%. De inviced van het broesen ws dus t.a.v., ds
lushtvoohtigheid volstrekt onvoldosnds geveest, wat ook niet so vervonder-
11jk 1sy, als men bedankt dat manr snkels planten in de gebhole kveskruinte
wardsn gebroesd, Het enige effect wan het droesen seu dus in asn verbe-
Serde Surgescentis, vooral van de stonpelpapillem, kunnen vorden toege~
sahreven sanengsande met het nog snigesiae nat sijn ven de stempels door
4irekt contsot met het broesvater., Het aantal korrels dat na kleuring oy
de atampals wverd gevonden vas als volgt.

i

asntel etijlen| aantal korrels '
sender korrels ! op de cvwm nuzm
Niet droosen, niet destuiven  J 3
atet broszen, Ddestuiven ; [ Tatets?
Sroesen, niet dastuiven : é 325 =31
7 52«3

Yrossen, bLestuivem

De Bechting was nog steeds dijisonder slecht. Zowsl bBrossen als Bee
stuiven gaven een geringere varbdetering van de stuifmeslhechting te sien,
noar Weide onvoldoende om een goede wvrushigetting te geven, Tooh leek
brossen nog iets meer invioed uit te cefensn dan destuiven, Uesien de
Toede servdor genoends onvolkomenheden BiJ het drovsen, gesfs 4it toek
wel sen aanwijsing is de richting ven verboging van de lushtveohiigheid,
Cok is het vervonderlijk det de¢ tosdiening van ﬁﬂﬂ nies in een hogere
luchtvoohtigheid resulteerde,

Bahalve 4o kieming in vive werd ook masr een methods gesosht om de
kiening in vitro % depalen. De 1* ori¥nterende proef ward op 2 sepsemder
1964 ingeset. Vergeleken vevden visr suikercossentraties ( 10, 15, 20 e
25%), die elk met - 2 .30 -consentreties {0 = 0,001 en 0,01§) werden
gesonbineesrd, De kinilg vond pleats in Tisghemaellen BiJ 25 € 4in het
donker,



D gevonden resulisten geeft onderstassnde tabel.

““15 2 3 4 5 ¢ ‘sl  Opmerk:

L | kiemingspercentages
© 10% susker © 0 1 1 1 2 S korte buisem
. 15% suiker 2 1 0 0 0 2 5 korte buisen
20% suiker 0 0 1 0 0 1 2 korte buisen
25%% suiker 6 0o o 0 0 0 O

10% suiker + 0,001% 8 no, 2 0 0 0 1 3 6 korte buisen
15% suiker + 0,001% K,B0, 1 0 0 1 0 0 2 korts bulsen
208 sutker + 0,001% H,20, 6o o o o o o o

25% suiker + 0,0015% U B0, 6 o o o o o 0

10% sulker + 0,01% “”B 6 o o 6.0 o 0

19 sutkers 0,01% 30, 6 1 6 0 1 0 2 korte buizem
208 sutker + OO% N30, ¢ o o o0 o 1 1 korte buisen
29 suiker + 0,01% H,B0, e o 0o o0 © o0 o

Een suikeroonoentratis van 104 gaf nog de beste resultaten. De ine
viced van B was niet erg duidelijk. 313 een 2° proefie verden lagers
suikerconcentraties genonen { 5, T, 10 en 129%) gecombineerd met

De gevonden kiemingspercentages waren als volgt

-

-

Y 2 3 4 % & &_ Opmerkingen
- kiemingsperoentages
5% suiker @8 1 % 0 2 0 4 korte buisen
To%% suikor 0 0 0 0 0 1 1  korts buise
| 108 sutker 0 1 0 1 0 0 2 korte buisen
12,56 suiker 6 o 0o o o o o0
Vwmmqm,wmunosfafoﬁo‘wo'e o
»?.%mmw«w.mﬁzw’ o 0o 06 o 0 ©0 o
ws-mmee.amﬁxmaju; o 0 9 0 0 1 | korte duisen
. 12,5% suiker ¢ 0,001% H,30, O 2 2 0 0 0 4 korte buisem
sﬁmn.m»a,ams,m 0 o o T o o
7,9 suiker + 0,005% ByB0y o o o o o o 0
| 10% sulker + 0,006 H,30, 0 0 ©0 0 0 O 0
§12,” suiker + 0,005% 3,&53 6 o o o o o 0

De nu verkregen kiemingupsrosntages waren $o mogelijk nog lager
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dan b13 de 1* proef, Het paprike-stuifmesl sohijnt in vitro niet gemake
kelijdk ¢ kiemen, althans nfet ¥ij de hier gevolgde kiesingsmethods,
Eot stuifwes]l self was nlet dood en bevat eenredeliike kieming in vivo,
Pit blijks uit de gegevens van het  voesdingshodemproafje”, wvasrbij men
80% kiemimg kveeg. Hot stuifmeel voor dess kiemingsproefjes in vitro

- waren van deselfds planten afkomstig en wverd in wrijwel deselfde %134
varsensld,

Uit dene orilintevende proefjes kvaa het volgende naar voren 3

fe Do kiening in vivo 1s mei eon aangepust kleuringeschesa van
Lede Dionne en P.C. Spicer 8%ed nz te guan.

2. Do ulsvosriag vau de kleuring is als volgt
Piseren ¢+ 1 unr in 3 delen aloohol 96 en 1 deel ijsasijn i)
kanertomperatuur,
Hydvolysersn s 20 minuten in 4% asijnsuur van 60°C.
Kleuren i 15 minuten in de standsard kleurssof, dis ook voor de
tomaat gehruiks words, |
Pletten en bdekijken 3 in de kleurstof, de dekglassjes met glyverins.
gelantine omranden.
Aanttal stempels per dekglas : 1, de gehele stij]l met stempel uit-
dyukken.

5. De kieming op de stempel ¥ij bloemen, die 0p sen kunstmatige woedings-
bodem stasn uitgeplant, goe plaat kan vinden. De heohting en kieming
sijn volkomen vergelijkbaar met bDlosmen ,aan de plent”. De kiemsnele
heid na 2 uur depasld 1igt wasrschijnlijk lager dan bij , sun de
plant®,

4 BL3 scherpe pepers bBlosmrui en onvoldoende vruohinetting, kan vooye
komen, ondanks het feit dat sr voldoende wordt gevormd en loskoss
on 41t stuifuesl goed kiemt. De ocorsask sal 4an wasrechiiniijk asn
sen cnvoldoende stuifseelhechting kunnen wvorden tosgeschreven, die
siin voorsprong mogelijk in ean te droge lucht wvinds,

S Kieming in vitro met de hier gedenigde methodan niet kon worden bee

panld.

De prosfueonsisr,

Prosfatation Nanldwi ik, ¥ yan Bavesatiin
nasrt 1966

o,
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BMilage 1.

Samenstelling van de vosdingeboden

Ca(N0y)ge 4 HyD 500 “&/1

X0, 125 "&/1

Mg 80,0 7 By0 * 125 "6/

xa, »0, 125 “8/y
9

Par liter van bovengsncenmds oplossing 1 ml van de volgende
sporenslementen«oplossing,

ﬂaw‘ Befe 1,03 0,8 ﬂ/&
¥a80,. 4 B0 5000 6/
B0 7HO . se0 "
B, 30 . « sp0 %6
3 FVy .
em + 58,0 29 /3
ng
manoe‘.e n 0 | zg /1

Iiser in de vorm ven Fedta (108 Pe) 30 "E/
Dit is 3 mg re*tt per liter,

Thisnine (snewnine - hydroshloride, vit.3,) 1 "¥/1.
Le.oystelne = wm.mm« { eon amino-swar)io “6/3,
Sacchavose 50 g/1. |

Bobleeagar 15 g/l.

i 4.
S%erelissren gedurends 15 minuten bHij 1 atm,



Bijlage 2 blsz

dtempels 2 uur na de bdeatuiving,

So¢”
K °°

in glyoerina - galatine

in klsuratof



Bijlage 2 Ddlz, 2

Stempel 5 uwur na de Yestuiving,

in kleurstof,



