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Samenvatting

Momenteel vindt cultivaridentificatie van bolgewassen overwegend plaats via morfologie, opplant en
vakkennis van de telers. Een eenduidige vaststelling van de identiteit van een bolgewas cv is nuttig (maar
niet altijd noodzakelijk) voor bescherming van kwekersrecht en voor de veredelaars het maken van
geschikte kruisingen. Ook worden biochemische technieken toegepast, meestal eiwitpatroon- en
enzymanalyse. In toenemende mate echter worden nucleinezuurfingerprint technieken (RNA,DNA) gebruikt.
Deze streepjescodes van (meestal) het DNA van de cv blijken een hoog onderscheidend vermogen te
hebben (RAPD, AFLP, SSR, SNP), maar vergen soms nogal wat vooronderzoek (SSR, SNP) en kunnen prijzig
zijn.

AFLP, SSR en SNP lijken de beste technieken; cv's kunnen hiermee onderscheiden worden. Sporten (bv.
kleurmutanten) kunnen nog niet onderscheiden worden met DNA-technieken. Een onderzoek bij de
tulpencultivars Rode en Gele Apeldoorn liet geen verschillen zien.






1 Inleiding

Waarom wil men cultivars kunnen identificeren? Een eerste aspect is het eenduidig kunnen vaststellen dat
men de juiste ouders gebruikt bij veredeling van gewassen. Verder is het van belang om cultivars (“cv's”)
waarover een dispuut bestaat reproduceerbaar en onomstotelijk te kunnen identificeren. Dit waarborgt de
eigendomsrechten en kwekersrecht van de veredelaars of telers in kwestie. Morfologische identificatie is
traditioneel en van oudsher, samen met fysiologische en kweektechnische beschrijvingen in gebruik. Dit is in
veel gevallen onvoldoende, zeker wanneer derden een uitspraak moeten doen, en de ontwikkeling van
nieuwe, nauw verwante cultivars. Er bestaan typeringsmethodieken, gebaseerd op de variatie in
eiwitsamenstelling van de cv's. Deze zijn dan als streepjescode zichtbaar te maken. Hier zijn goede
resultaten mee behaald. Nadeel kan echter zijn de mogelijke weefselathankelijkheid en verschillen door
variabele fysiologische condities naast de veelal beperkte aantallen bandenpatronen die vaak slecht
reproduceerbaar zijn. Verder zijn deze technieken van belang voor kruisingen, waarbij de patronen van de
ouders in de nakomelingen terug te vinden.

De voordelen van DNA fingerprints (“streepjescodes”) kunnen zijn de onafhankelijkheid van leeftijd, type
weefsel en milieu-invioeden; het aantal mogelijke markers is onbegrensd.

De fingerprints kunnen voorts zeer goed dienen bij de ondersteuning van patenteerbaarheid van nieuwe cv's
maar ook ten behoeve van kruisingen die variatie tussen ouder cv's zichtbaar maken. Tevens zijn
fingerprints als merkers bruikbaar om mutaties op te sporen binnen weefselkweek programma’s Door
weefselkweekvermeerdering kunnen allerlei afwijkingen ontstaan.

Vaak bestaat er misverstand over het fenomeen cv identificatie en de raszuiverheid binnen een partij. In het
laatste geval is een minder discriminerende methode en een statisch verantwoord aantal steekproeven
voldoende om binnen een partij bollen verschillen aan te tonen.

Dit beknopte rapport beoogt via literatuuronderzoek, een aantal gesprekken met kenners uit het veld van cv-
identificatie, en een door GeneTwister uitgevoerd experiment aan een aantal tulpencv’s inzicht te
verschaffen aan de lezer wat de stand van zake is inzake cv identificatie van bolgewassen wat betreft
mogelijkheden en onmogelijkheden van de moderne DNA fingerprint technieken. GeneTwister heeft een
beperkte analyse uitgevoerd van genen voorkomend in drie verschillende cultivars van tulp cv ‘Apeldoorn’,
cv ‘Leen vd Mark’ en cv ‘Prominence’ waaronder twee sports van dezelfde cultivar Apeldoorn {rood en geel)
met de vraagstelling of tussen de cultivars en de sports verschillen konden worden aangetoond.

Gezien de snelle ontwikkelingen is dit rapport slechts een momentopname, en verdient het aanbeveling een
dergelijke studie binnen afzienbare tijd te herhalen.






2  Waarom cultivaridentificatie bij bloembolgewassen?

Identificatie van cultivars is wenselijk om remplacering (verwisseling) te voorkomen en kwekersrecht te
verzekeren. De situatie bij de bloembollen verschilt met die van de vaste planten. De cv's van vaste planten
binnen deze sector zijn vaak niet goed beschreven zodat er bij de kweker en handelaar sprake kan zijn van
verschillende partijen.

Een ander verschil met de bollen is, dat er bij de bloemisterij gekweekt wordt uit zaad en er dan
vermeerderd wordt. Hierbij kunnen sneller verwisselingen plaatsvinden. Daarom is registratie bij deze sector
meer algemeen goed.

Bij bol- en wortelstokgewassen is er verschil tussen registratie en kwaliteit. Dit is sectorafhankelijk en
afhankelijk van de eisen die men stelt: bij bv. droogverkoop is rgistratie niet zo van belang; kwaliteitseisen
kunnen worden gesteld bij export. Bij tulp luistert dit erg nauw.

Kwekersrecht is belangrijk voor bolgewassen die het goed doen in de broeierij; voor droogverkoop is het
niet belangrijk. Voor kwekersrecht betaalde men fl. 2000, - eenmalig en fl 750 per jaar. Nadeel is dat dit
veel geld is, en dit recht vaak niet veel zegt!

Voor de bloembollenhandel is de identificatie van belang voor de broei-, groei-eigenschappen en voor ziekte
(resistentie e.d.). Uiteraard is dit ook van belang voor veredeling.

Wat van groot belang zou zijn voor alle siergewassen is de identificatie van een cultivarvariéteit met een
andere kleur: sporten of mutanten. Dit is vooral van belang voor de gewassen tulp, iris en hyacint.

Er zijn nogal wat praktische problemen bij het identificeren van cultivars:

(a) Hebben we bij een gewas te maken met een kloon, of is het een mengsel? Ook bij kruising van identieke
cv's kunnen er veranderingen ontstaan.

(b) De acceptatie van registratie bij bolgewassen is nog onvoldoende in tegenstelling tot wat bij
voedingsgewassen en veel bloemisterijgewassen het geval is.

De KAVB werkt met referentie-parijen. Registratie moet nog door de UPOV worden geaccepteerd.

(c} Er zijn kwaliteitsproblemen, is er sprake van een cv of een species?

(d) Er ontstaan ook soms afwijkingen zoals verklistering, bosjesplanten, ook bij weefselkweek. Deze
afwijkingen, met name verklistering wijt men wel aan de “veroudering” van de cv.

Bij welke gewassen zou cultivaridentificatie het meest wenselijk zijn?

1. Bij de Muscari: allemaal blauw, maar verschillen in wanneer ze bloeien: van vroege tot minder vroege
bloei.

Verwante zaaisels van LeFebre’s ook niet uit elkaar te houden.

2. Bij iris: cv Silver Beauty lijkt sprekend op een andere cv.

3. Bij Hippeastrum zijn de cv's slecht te onderscheiden. Toepassing van identificatie bij droogverkoop is
marginaal: hier kan geremplaceerd worden zonder sancties.

4. Problemen zijn vooral bij dahlia en gladiool. Snelle vermeerdering en veredeling is hier mogelijk.
Kwaliteitsnormen dienen hier opgesteld te worden om zo de ( snelle) producten te testen.

5. Ook bij saffraankrokussen is kwaliteitsnormering handig om wel en niet-bloeiende partijen te
onderscheiden. Dit zijn vaak populatie-verschillen.

6. Bij narcis komen heel veel cv's voor. Vastleggen hiervan is mogelijk zinvol. De kwaliteiten verschillen
vaak (dubbele bloemen, bolmaat, slechte behandelingen, soms iets anders).

Ook kunnen monsters voor het scheidsgerecht via kwaliteitsnormering sneller en objectiever zijn dan via
opplant. Door de toenemende aantallen cv's en afnemende aantal specialisten ontstaan problemen.
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3 Korte inventarisatie van bestaande technieken om
cultivars te identificeren

3.1 Opplant

Dit betreft morfologische karakterisatie van cv' s en instandhouden van standaard (referentie-) materiaal en
wordt veel gebruikt door de KAVB samen met BKD. Nadeel: duurt lang (bv. van weefselkweekmateriaal)
voordat eventuele remplacering of andere afwijkingen zichtbaar zijn naast de kosten van expertise,
kasruimte en verzorging. Van bolgewassen als tulp is de generatietijd wel 4 jaar. Van sommige
bolgewassen zijn de kweekcondities lastig.

Variéteiten binnen een partij worden opgeplant door de KAVB; de Darwinhybride-groepen worden wel
bekeken door de BKD. Een database met informatie zou goed aangevuld kunnen worden met een
fingerprint (1).

3.2 Ewit- en enzymtechnieken voor identificatie van rassen

Deze berusten op verschillen in eiwitsamenstelling of activiteit (van enzymen). Voor vele gewassen is het
kwekersrecht gebaseerd op morfologie en eiwittechnieken (enzymen e.d.). De identificatie berust vaak op
het zichtbaar maken van deze eiwitten of enzymactiviteiten als streepjes. Hiervoor worden technieken
gebruikt zoals iso-electrisch focussing, SDS-PAGE of (in combinatie met antisera) immunoblotting (19,20).
Er is een aantal bedrijven die dit uitvoeren, zoals 1dQ en Proteios. Ook de BKD past een aantal van deze
technieken toe. Hoewel deze technieken vooral beschreven zijn voor tuinbouwgewassen (aardappel,
grassoorten, gerst, cacteeen, zuiverheid van zaadpartijen) (11), blijken deze streepjescodes ook goed toe
te passen voor nerine- en lelieachtigen (21,22). Binnen een dag is de identiteit van een lelieras (mits
opgenomen in een database van streepjescodes) en hierin terug te zoeken.

Voor tulp kunnen bijvoorbeeld kruisingen van darwinhybriden worden vastgesteld; sporten in principe niet.
Het onderscheidende vermogen van deze eiwittechnieken hangt af van de aantallen eiwitbandjes die
zichtbaar gemaakt kunnen worden; bij lelie vindt men meestal veel minder eiwitbandjes in vergelijking met
tulp. Voor de bepaling van de raszuiverheid in een partij neemt men steekproefsgewijs een statistisch
betrouwbaar aantal monsters, die vervolgens aan een van de eiwittechnieken worden onderworpen.
Voordeel van deze eiwittechnieken is, dat deze meestal goedkoper zijn dan DNA-technieken. Een nadeel is
dat er zg. geografische variatie in patronen van deze eiwittechnieken gevonden wordt. Deze variatie is
afhankelijk van in welk land het gewas geteeld wordt. Ook andere variatie, als gevolg van een veranderde
eiwitexpressie kan optreden in een partij, terwijl het gaat om eenzelfde soort of ras van het gewas.
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4 Moleculaire technieken

Het basisprincipe berust op het vinden van verschillen in streepjescodes: zichtbaar gemaakte DNA-
fragmenten. Het verschil tussen de diverse DNA technieken berust op de mate van bewerkelijkheid van de
toets en de voorkennis van het DNA waarom het gaat. Ook geeft de ene DNA techniek veel meer streepjes
als de andere, maar is vaak moeilijker om uit te voeren. Deze technieken worden niet alleen voor
identificatie, maar ook toegepast voor het vinden van zg. somaclonale mutaties na vermeerdering in
weefselkweek verwantschappen tussen cultivars of het vinden van merkers voor veredelingsdoeleinden
{(koppeling van bepaalde DNA{fragmenten met gewenste of ongewenste eigenschappen). Er zijn voorbeelden
waar met DNA-technieken voor bepaalde plantensoorten soortspecifieke merkers zijn gevonden. Er zal niet
in detail op deze technieken worden ingegaan; als referentie hiervoor dient het handboek van Van Pelt-
Verkuil 2001 {18).

4.1 RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)

Deze techniek berust op het principe dat kleine stukjes kunstmatig gemaakt DNA (primers, 10 nucleotiden
groot) op vergelijkbare plaatsen in het te onderzoeken genoom kunnen plakken (hybridiseren) en de
tussenliggende stukken {indien niet te groot) vermenigvuldigd (geamplificeerd) kunnen worden met een DNA
polymerase in de PCR-reactie (Polymerase Chain Reaction). RAPDs benodigen geen kennis vooraf van de
genetica van de plant, benodigen weinig DNA, is simpel, snel en geeft vaak goed kleine verschillen tussen
groepen organismen aan. Als voorbeeld is een figuur met RAPD-patronen van stengelaaltjes in bolgewassen
opgenomen.

Fig.1: RAPDs van stengelaalrassen

nerenes B S v

RAPDs worden gebruikt voor identificatiedoeleinden, zoals voor broccoli en bloemkoof (7). Ook voor
genetische analyse voor het vinden van DNA-merkers van weerstand van planten tegen bepaalde ziektes of
om variatie binnen cellijnen, gekweekt onder verschillende fysiologische condities (2) genetische variatie
vast te leggen. RAPDs gebruikt men ook bij monocotylen zoals bolgewassen (3). Over het gebruik van
RAPDs om variatie in planten tw vinden is het nodige bekend (12); nadeel is de vaak lastige
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reproduceerbaarheid en het opzetten van een databank met deze wat variabele streepjescodes.

Andere nadelen van RAPDs zijn hun relatief beperkte “ oplossend vermogen” (meest geschikt voor relatief
grote verschillen op te sporen) en de optredende variatie in signaal (afhankelijk van bv type apparatuur,
gebruikte chemicalién en persoonlijke behandeling).

4.2 RFLP (Restriction fragment Length Polymorphisms)

Deze techniek benodigt relatief veel DNA, dat geknipt wordt door restrictie-enzymen. De bandenpatronen
moeten vaak zichtbaar gemaakt worden met behulp van een radioactief label. Vaak wordt een bepaald DNA
fragment, bijvoorbeeld ribosomale genen, vermenigvuldigd middels PCR, om daarna geknipt te worden.
Verschillen in patronen kunnen verschillen op soortniveau zichtbaar maken Deze techniek wordt veel
gebruikt in combinatie met andere DNA technieken (18). Een voorbeeld van RFLP'’s is te zien in figuur 2.

Fig. 2: DNAknippatronen van 25 verschillende Pythium-soorten

4.3 AFLP (Amplified Frament-Length Polymorphisms)

Dit is een robuuste, betrouwbare DNA fingerprinting techniek, gebaseerd op de detectie van genomische
restrictie-fragmenten door PCR vermenigvuldiging. Fijntuning (meer of minder banden) is mogelijk door de
keuze van de specifieke primersets. Met AFLP kunnen bij Pelargonium zelfs fenotypisch identieke planten
van elkaar onderscheiden worden (6). AFLP- markers kunnen opgenomen worden voor de toekenning van
Plant breeder rights met het doel bescherming van niet alleen nieuwe cv's specifieker en effectiever te
maken, maar ook voor breeding en de beschrijving van cv's (4,5,8). Nadeel is de toch wel bewerkelijke
techniek en het feit dat er een patent (firma Keygene) op rust die algemene toepassing bemoelilijkt. Als
voorbeeld van deze techniek: een figuur met AFLPs van de schimmel Fusarium oxysporum forma speciales
gladioli (Fig.3) waarbij verschillende fysio's verschillen in streepjespatronen laten zien.

14



4.4  SNP (Single Nucleotide Polymorphisms)

Dit staat voor Single Nucleotide Polymorphisms: enkele basen verschil die met PCR zijn op te sporen in DNA
fragmenten. Bij deze techniek heb je een doelwit-gen nodig waar al de nodige informatie (sequenties) van

Fig.3. AFLP's van verschillende Fusarium oxysporum-isolaten in gladiool

bekend is. Vervanging van basen in DNA komt in de natuur regelmatig voor: zo'n 1 maal per 200-300 basen
bij de mens. Als je rekent dat mensen 99.9% identiek aan elkaar zijn, is bekend dat hiervan 80% SNPs zijn.
Veel SNP’s worden als blokken overgeérfd (haplotypes). Door SNP profielen of haplotypen te bestuderen
kan men relevante genen ophelderen die geassocieerd zijn met bepaalde eigenschappen of ziekten.
Uiteindelijk, bij voldoende data, kan men dergelijke profielen als karakteristieken herkennen voor deze
eigenschappen.

4.5 Microsatellites

Korte tandem repeats (Simple Sequence Repeats) komen ook veel voor in planten. Voor DNA-profielen van
cv's en accessions kunnen op microsatellites gebaseerde primers goed voldoen (9). Voorbeelden zijn
tomaat (Lycopersicon esculentum) en Dianthus (10). Primers voor sequence-tagged microsatellite sites zijn
handig door de bestaande bibliotheken voor microsatellites te screenen. Daarna kunnen primers ontworpen
worden en PCR testen voor de mate van polymorfisme te onderzoeken; de beste (meeste banden en
verschillen) worden dan gekozen. Je hebt een probleem als juist jouw interessante plantensoort geen library
(DNA sequentie-bank) heeft!

Bij Plant Research International, businessunit Biodiversity is men betrokken bij rassenonderzoek,
kwekersrecht en rassenlijsten van diverse gewassen (roos, anjer, enkele granen, populier, tomaat, en ook
tulp; 13,14,15,16). In brede zin werkt men hier aan merkeronderzoek ten behoeve van
biodiversiteitsonderzoek. De beste resultaten lijken microsatellites te geven, maar ook AFLP’s en SNP’s zijn
goed bruikbaar. Wat betreft de microsatellites gaat het hier om zg. retrotransposons. De merkers zijn niet
alleen als repeats goed te gebruiken voor rassenidentificatie, maar ook voor veredelingsdoeleinden. Nadeel
kan zijn, dat er delen van het chromosoom zijn waar deze retrotransposons niet voorkomen (liggen in niet-
coderende deel van het DNA). Dit kan worden ondervangen door (ook) AFLPs te gebruiken. SNP’s zijn goed
te gebruiken op DNA-chips in tegenstelling tot retrotransposons (geven als repeat maar 1 signaal en zijn
dus dan moeilijk kwantitatief te maken).

Het nadeel van retrotransposons is, dat voor elk genus men opnieuw moet zoeken (met behulp van
verrijking door middel van Southern blots met repeat eraan; repeats blijven plakken uit genomisch RNA -
verrijking tot 50%.
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4.6 KOSTEN

De meest voorkomende kosten zijn die van opplant; deze zijn per gewas verschillend. Bij de KAVB betaalt
men ongeveer 50€; voor tulpen is dit ongeveer 150€. De BKD hanteert een tarievenlijst: voor 10 monsters
soortechtheid van tulp wordt ongeveer 133 € berekend.

De prijs voor de aanmelding van nieuwe (tulpen-) cultivars bedraagt ongeveer 150€ (KAVB).

De kosten van DNA-analyses verschillen per techniek en per instantie die deze uitvoeren. PPO voert deze
onderzoeken uit als Tweedelijnsdiagnostiek; een DNA streepjescode ( bv. detectie van pathogene
organismen), afhankelijk van het aantal en controles kost 50-100 €.

16



5 Mogelikheden voor de identificatie van
sporten/mutanten

Voor een rassenlijst zou het handig zijn om merkers te vinden die cultivars kunnen onderscheiden die niet
echt verwant zijn (RAPDs) of meer verwant zijn (AFLP) of zelfs op sport niveau onderscheidend zouden
kunnen zijn. Misschien komen hier kleurgenanalyses voor in aanmerking. Er is al veel bekend over de
flavonoide (en speciaal de anthocyaan-) metabolische route die betrokken is bij de aanmaak van kleuren in
planten. De hier geproduceerde secundaire metabolieten spelen een rol bij bescherming van de plant tegen
UV, tegen stress en natuurlijk bij de pigmentatie. Anthocyanen zorgen voor de schakeringen rood-oranje-
blauw. Over de carotenoide route is minder van bekend.

In de literatuur komen steeds meer gegevens over de metabole routes in bloembladeren die leiden tot de
verschillende kleuren. Bij Forsythia, een geelbloemige struik hoopt zich in de bloembladeren grote
hoeveelheden carotenoiden maar mist anthocyanen. Voor bv. veredeling heeft men via transformatie-
experimenten anthocyaansynthese geinduceerd om zo de routes naar de synthese van rode componenten
te verkennen (17). De kleur is een belangrijk aspect om tulpen te veredelen. De pigmenten bestaan
hoofdzakelijk uit mengvormen van pelargonidine-, cyanidine- en delphinidine-glycosides.

Om te bezien wat nu de mogelijkheden zijn om binnen de tulp te onderzoeken is een experiment opgezet.
Er bestaan verschillende groepen tulpen: Darwin, darwinhybride, triumf, fosteriana, kaufmanniana, parkiet,
praestans enz. De cultivar Apeldoorn is een zg. darwinhybride), aantal chromosomen is 36, en een kruising
van darwintulp met Madame Lefeber.

In hoeverre is nu cultivartypering mogelijk is op grond van verschillen tussen soorten {onderscheid maken
tussen de cultivars ‘Apeldoorn’ en ‘Leen van de Mark' / ‘Prominence’ (niveau I) en de cultivars

'Leen van de Mark’ en ‘Prominence’ (niveau ll}? Vervolgens zullen wij nagaan of daarmee polymorfismen
kunnen worden gedetecteerd in sports van een bepaalde cultivar (niveau lll). Het uiteindelijke doel is om in
bepaalde, met kleur geassocieerde genen DNA- merkers te ontwikkelen en te testen in PCR.

Er is een beperkte analyse uitgevoerd van genen voorkomend in drie verschillende cultivars van tulp cv
‘Apeldoorn’, cv ‘Leen vd Mark' en cv ‘Prominence’ waaronder twee sports van dezelfde cultivar Apeldoorn
(rood en geel) met de vraagstelling of tussen de cultivars en de sports verschillen konden worden
aangetoond.

Uit ongeveer duizend genen is er een kleine honderd geselecteerd voor sequentie analyse.

Op basis van de partiéle sequenties zijn primersets ontworpen. Een beperkt aantal primersets is in de
verschillende cultivars getest op fragmentpatronen.

Op basis van deze patronen kon helaas geen onderscheid gemaakt worden de cultivars, noch tussen de
sports (fig.4).Het betreft een aantal experimenten van PCR's die zijn uitgevoerd met primersets van
geselecteerde genen die succesvol leken voor de detectie van verschillen tussen Leen vd Mark,
Prominence en Apeldoorn rood/geel. De volgorde van de monsters DNA isvan links naar rechts telkens
Leen vd Mark, Prominence, Apeldoorn rood en Apeldoorn geel.

De verwachting was dat de fragmentlengte dan wel de fragmentopbrengst per

cultivar zou kunnen variéren; echter, de fragmentlengte (100-150bp) varieerde in geen enkele van de
uitgevoerde PCR's. In dieze figuur kan wel enige variatie in de opbrengst van het fragment van

gen 027 (hoger) en het fragment van gen X15 (lager) waargenomen worden bij

Leen vd Mark ten opzichte van de andere cultivars. Deze variatie is echter niet erg groot.
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Fig. 4. Agarose gel van PCR fragmenten afkomstig van tulpengenen voor het aantonen van lengte en/of
intensiteits verschillen in cvs ‘LvdMark’, ‘Prominence’ en ‘Apeldoorn’. Van links naar rechts: lengte
markers, fragmenten van LvdMark, Prominence, Apeldoorn-rood en Apeldoorn-geel (genen 041, 104,,
080, X15) en fragmenten van LvdMark, Prominence, Apeldoorn-rood en Apeldoorn-geel (genen 027, 100,

152, 122,063, 039 en 027).

Uitgangspunt was dat tussen de verder uit elkaar staande cultivars zoals cv ‘Prominence’ , cv ‘Leen van de
Mark' en cv ‘Apeldoorn’ duidelijke verschillen aantoonbaar zouden moeten zijn. Verwacht werd dat tussen de
sports van cv Apeldoorn in veel mindere mate een verschil aantoonbaar zou zijn. Als basis is het functionele
gebied van de genen gebruikt aangezien deze gebieden al beschikbaar waren.

Gebleken 1s echter dat op basis van de fragmentgrootte van de geselecteerde genen tussen de eerder
genoemde cultivars geen verschil kon worden aangetoond. Ook tussen de sports niet, wat op voorhand
aannemelijk was gezien het geringe aantal mutaties dat kan leiden tot een eventueel kleurverschil in deze
sports. De oorzaak voor de afwezigheid van verschillen ligt waarschijnlijk in het feit dat exons voor de
analyse zijn gebruikt, terwijl verschillen vooral in de introns zullen liggen. Analyse van deze gebieden was in
de proefopzet niet meegenomen.

Voor verdere analyse van de geselecteerde genen is daarom wellicht een meer gedetailleerde sequentie
analyse noodzakelijk dan op grond van het budget mogelijk was.

Hoewel de onderliggende methodiek zeer geschikt is voor opsporing van expressieverschillen tussen
cultivars, hebben voor een snelle identificatie van DNA gebaseerde verschillen andere benaderingen de
voorkeur, zoals RAPD- gebaseerde en AFLP-technieken.

Hierbij dient nog aangetekend te worden dat het aantonen van verschillen tussen cultivars wezenlijk anders
is dan het vaststellen van identiteiten. In het laatste geval dienen voldoende fenotypische en genotypische
gegevens verkregen met geformaliseerde protocollen, beschikbaar te zijn voor alle geregistreerde cultivars
ten einde een betrouwbare uitspraak mogelijk te maken.

Voor het vaststellen van identiteiten hebben daarom mede in verband met het kostenaspect technieken als

AFLP mogelijk de voorkeur.
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L.

Conclusies en aanbevelingen

Microsatellites, SNPs, AFLPs en in mindere mate RAPDs zijn geschikt om cultivars te identificeren. De
voorkeur gaat uit naar microsatellites en mogelijk SNPs.

Sporten en puntmutaties zijn in principe niet op te sporen zonder kennis (locatie) vooraf.
Databases zijn op te zetten met deze “streepjescodes-genererende” technieken.

AFLP is een specialistische techniek waar een patent op rust voor commerciéle toepassingen
(Keygene). Microsatellites lijken geschikter mits er sequentiegegevens van het doelwitorganisme (in dit
geval de tulp of lelie) bekend zijn. Bij onbekendheid (bv bij tulp) dienen deze eerst opgespoord te
worden uit genomische banken wat vrij veel tijd kan kosten. Ook bij SNPs moet een doelwit-gen worden
uitgekozen; voordeel is dat deze massaal toepasbaar zijn met behulp van microarrays. Ondanks
problemen met hun reproduceerbaarheid kunnen RAPDs als eerste stap in identificatie bruikbaar zijn.

In het geval dat men meer weet over bepaalde kleurgenen van een siergewas zou het theoretisch
mogelijk zijn om gerichter naar sporten te zoeken. Men moet wel in het achterhoofd houden dat een
kleur vaak door meerdere genen tot stand komt; een puntmutaie is vaak al genoeg om een andere
kieur te krijgen door uitschakeling van een product in de keten van reacties die leiden tot de
bloemkleur. De kleur rood is vaak geassocieerd met de metabole anthocyaanroute in planten; de genen
hiervoor worden geacht geconserveerd te zijn in angiospermen. Voor bepaalde kleurvarianten zou men
dan gericht genen kunnen isoleren en testen op veranderingen (Koes). Een onderzoek bij tulp, gericht
om in een aantal veelbelovende, met kleur geassocieerde genen verschillen op te sporen tussen
sporten van Apeldoorn leverde geen verschillen op. Wellicht kunnen we in de komende 10 jaar door de
toenemende kennis van alleriei genen door het toenemende aantal genoomprojecten van bepaalde
gewassen een doorbraak verwachten.

Met dank aan J. van Scheepen (KAVB), R.Smulders (PRI) T. van Schadewijk (BKD) en anderen voor hun
medewerking aan interviews.
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