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Nadruk of vertaling, ook van gedeelten, is alleen geoorloofd na
schriftelijke toestemming van de directie van het proefstation en de
auteur., Het ministerie van Landbouw, Natuurbeheer en Visserij, de
Stichting Proefstation voor de Boomkwekerij, de Stichting
Boomteeltproeftuin voor Noord-Brabant, Limburg en Zeeland (Horst), de
Stichting Boomteeltproeftuin "De Boutenburg" (Lienden) en de Stichting
Boomteeltproeftuin Noord-Nederland (Noordbroek) stellen zich niet
aansprakelijk voor eventuele schadelijke gevolgen, ontstaan door het
gebruik van de gegevens die in deze uitgave zijn gepubliceerd.
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SAMENVATTING

In 1984, is op het Proefstation voor de Boomkwekerij te Boskoop
onderzoek gestart naar vermeerdering van Paeonia via weefselkweek. Door
dat er weinig literatuur over in vitro vermeerdering van Paeonia of
soortgelijke gewassen bestond, kon geen gebruik gemaakt worden van
eerder beschikbare resultaten en moest veel proefondervindelijk
onderzocht worden. De eerste jaren lukte het niet om schoon
uitgangsmateriaal te verkrijgen. Infecties vormden een groot probleem.
Vanaf oktober 1986 is het onderzoek voortgezet op het Centraal
Onderzoeklaboratorium voor de Weefselkweek van Tuinbouwgewassen {(COWT)
in Lisse. Er werd schoon ulitgangsmateriaal verkregen van Paeonia
lactiflora ’'Sarah Bernhardt', Paeonia lactiflora 'Karl Rosenfield’
Paeonia officinalis 'Rubra Plena' en twee naamloze cultivars wvan
Paeonia suffruticosa, "A" en "B" genoemd.

Vermeerdering

Het grootste deel wvan de experimenten is uitgevoerd met Paeonia
lactiflora 'Sarah Bernhardt’.

Van deze cultivar was als eerste voldoende uitgangsmateriaal om
vermeerderingsproeven te kunnen doen. De vermeerderingsmelheid in vitro
bleek vrij laag. Na geruime tijd waarin o.a. de invloed wvan diverse
hormonen in verschillende concentraties, suikertype en concentratie,
verschillende zoutsterkten, aktieve kool, vloeibaar medium,
opkweektemperatuur en verschillende koudebehandelingen getest waren,
bleek dat de vermeerderingssnelheid nauwelijks positief te beinvloeden
was.

Beworteling
Uit bewortelingsproeven bleek dat Paecnia lactiflora slechts een kleine

hoeveelheid auxine (0,1 mg/1 IBA) nodig heeft en dat de beworteling het
beste in het donker verliep bij 12.5°C. Beide cultivars van Paeonia
suffruticosa bewortelden in het algemeen minder goed en hadden in elk
geval een iets hogere auxine behoefte (0,5 mg/l IBA).

Afharden

Het afharden moet nog verbeterd worden. In deze fase viel een flink
deel uit. De plantjes zijn gevoelig voor de larven van de varenrouwmug.
De larven vreten de wortels en een groot deel van het wortelstokje weg,
De afhardresultaten onder mist waren slecht. Betere resultaten werden
verkregen onder plastic. Een stekmengsel bestaande uit zand-Finnpeat Bé
en een kleine hoeveelheid kalk leek beter te voldoen dan een
perliet-Finnpeat mengsel en het standaard kant en klaar stekmengsel.
Overlevende plantjes groeiden goed door en het wortelstelsel
ontwikkelde zich ook zeer goed in het zand-Finnpeatmengsel.

Groeiontwikkeling
Overlevende planten van de eerste afhardproeven zijn in november 1990

in de volle grond geplant. Begin juni 1992 bloeide 50%Z van de planten
met gemiddeld 2,7 bloemen. Er waren geen afwijkingen in ontwikkeling en
bloei te zien. Begin juni 1993 bloeide B83% van de planten met gemiddeld
5,9 bloemstelen en gemiddeld 15,4 bloemen/bloemknoppen. Wederom werden
geen afwijkingen geconstateerd.



SUMMARY

An empirical investigation of the multiplication of Paeonia by tissue
culture was started at the Research Station for Nursery Stock in 1984.
Initially, it was difficult to obtain clean, non-infected explants.

In October 1986 the research was transferred to the Central Research
Laboratry for Tissue Culture of Horticultural Crops (COWT) in Lisse.

Multiplication

By 1987 sufficient plant material was available to enable
multiplication experiments to begin. The in vitro multiplication rate
was low. The effect of type and concentration of cytokinin, type and
concentration of sugar, concentration of macro elements, active
charcoal, cold treatments, culture temperature and liquid medium was
investigated, but little improvement in multiplication rate was found.

Rooting

Paeonia lactiflora 'Sarah Bernhardt’ rooted well on Lepoivre macro-
elements half-strength, 0.1 mg/1 IBA in the dark for a minimum of 6
weeks at 12.5 "C; under these conditions Paeonia lactiflora 'Karl
Rosenfield’ rooted reasonably. The rooting of the two cultivars of
Paeonia suffruticosa tested was much poorer; these cultivars seemed to
need more auxin.

Acclimatization

A high percentage of the plants did not survive acclimatization. There
was high mortality under fogging. Better results were obtained under
plastic.

Growth evaluation

Surviving plants of Paeonia lactiflora 'Sarah Bernhardt’ from the
acclimatization first experiments were planted out in the open in 1990
after one year in the greenhouse. After 18 months, 50 % of these plants
flowered, with 2.7 flowers per plant on average. One year later, 83 ¥
of the plants flowered on avarage 5.9 flowering shoots and 15.4
flowers/flowerbuds per plant. There was no visible wvariation in growth
and development in 1992 or 1993.




WOORD VOORAF

Het onderzoek naar de in vitro vermeerdering vanm Paeonia 1s met het
verschijnen van dit rapport afgesloten. Dit rapport geeft een
samenvatting van de resultaten zoals die verkregen zijn bij het
onderzoek op het Proefstation voor de Boomkwekerij te Boskoop en het
Centraal Onderzoeklaboratorium voor de Weefselkweek wvan
Tuinbouwgewassen te Lisse. _
(COWT) Hierbij wil ik alle medewerkers van het Proefstation wvoor de
Boomkwekerij, het COWT en alle stagaires, die een bijdrage geleverd
hebben aan het onderzoek, hartelijk danken. Speciaal Ir. B.P.A.M.
Kunneman wil ik bedanken voor het leggen van de basis van het
onderzoek.

Ing. M.R.J. Albers, technisch onderzoeker weefselkweek houtige ge-
wassen

November 1993



1. INLEIDING

1.1 Doel weefselkweek Paeonia

In Nederland neemt de vraag naar uitgangsmateriaal van Paeonia nog
steeds toe. Zowel kwekers van vaste planten als bollentelers
vermeerderen Paeonia. Er is een grote behoefte aan kwalitatief
hoogwaardig en gezond uitgangsmateriaal. De toenemende vraag vanuit het
buitenland is daarvan ondermeer de corzaak. Ook neemt de teelt van
bepaalde pioenen als snijbloem toe (van Dijk, 1988), zowel in de kas
als daarbuiten.

De totale omzet van pioven als snijbloem, bij b.v. de VBA Aalsmeer via
de klok, nam van 1.590.427 in 1989 toe tot 2.054.132 in 1990 en
2.427.353 in 1991. De bijbehorende opbrengsten in guldens per stuk
waren 1989 £1,04, 1990 £1,01 en in 1991 £0,94 .

Ongeveer anderhalf procent van de aangevoerde pioenen in 1991 werd niet
verkocht. Het merendeel van de aangevoerde ploenen ( 55 - 59%) bestond
uit de cultivar Paeonia lactiflora 'Sarah Bernhardt’. De gemiddelde
prijs van 'Sarah Bernhardt’ via de klok lag tussen de f1,00 en f1,17
(VBA Aalsmeer, 1991).

Door de trage vermeerdering kan onvoldoende aan de vraag naar Paeonia
worden voldaan. Een snel vermeerderingssysteem via weefselkweek zou een
oplossing voor dit probleem kunnen zijn. Daarnaast zou weefselkweek
geschikt kunnen zijn voor het aanhouden van een virusvrije stock of
voor het snel vermeerderen van nieuwe cultivars,

1.2 Geschiedenis weefselkweek Paeonia

De literatuur over weefselkweek van pioen is zeer beperkt. Radtke
(1983) concludeerde dat het belangrijkste obstakel voor succesvolle
weefselkweek van pioen de uitscheiding van groei-remmende fenolen was.
Hosoki et al (1989) beschreef een in vitro vermeerderingsmanier wvan
kruidachtige pioen door het in de lengte opsnijden van de scheuten.
Harris en Mantell (1991) onderzochten het effect van de cycluslengte op
de vermeerdering en beworteling van boompioen.

1.3 Onderzoek op het Proefstation voor de Boomkwekerij

In 1984 is op het Proefstation voor de Boomkwekerij te Boskoop
onderzoek gestart naar de mogelijkheden van vermeerdering van Paeonia
via weefselkweek. Doordat er vrijwel geen literatuur over vermeerdering
van Paeonia of soortgelijke gewassen bestond, kon geen gebruik gemaakt
worden van eerder beschikbare resultaten en moest veel
proefondervindelijk onderzocht worden. De eerste jaren lukte het niet
om schoon uitgangsmateriaal te verkrijgen. Infecties en afscheiding
vormden een groot probleem. (Kunneman en Albers, 1989)

Vanaf oktober 1986 is het onderzoek voortgezet op het Centraal
Onderzoeklaboratorium voor de Weefselkweek wvan Tuinbouwgewassen (COWT)
te Lisse,




Dit rapport is een samenvatting van de resultaten van de talloze

proeven die de afgelopen jaren op het PB/COWT zijn gedaan.

Bij de indeling van dit rapport is uitgegaan van de fasen die bij de

vermeerdering in vitro kunnen worden onderscheiden, namelijk:

- korte beschrijving teelt uitgangsmateriaal

- de initiatie, de startfase waarin schoon uitgangsmateriaal in de buis
verkregen wordt

- de vermeerdering van explantaten

- de beworteling

- het afharden van de bewortelde plantjes



2. KORTE BESCHRIJVING TEELT PAEONIA

2.1 Herkomst Paeonia

Paeonia ofwel picenroos wordt vaak tot de Ranuculaceae (boterbloem-
familie) gerekend. Tegenwoordig wordt de picen ook wel tot een aparte
familie gerekend, de Paeoniaceae,

De naam Paeonia is afgeleid van Paion, een geneesheer van de Griekse
goden. De Paeonia wordt in China nog steeds gebruikt bij de bereiding
van een traditioneel Chinees medicijn (Yamamoto et al, 1982).

Van nature komt pioen voor in een brede strook van West-Europa tot in
het oosten van China, de Himalaya en Korea. Naar het noorden breidt
Paeonia zich uit tot in Siberié& en naar het zuiden tot in Noord-Afrika
en Iran (van de Laar, 1992).

De grootste scheiding bij de picenen wordt gemaakt tussen de
kruidachtige pioen, een vaste plant waarbij het bovengrondse deel in de
winter afsterft, en de boompioen, die houtige scheuten vormt, waarop de
plant bovengronds overwintert. Boompioenen kunnen onder gunstige
omstandigheden tot twee meter hoog worden. De kruidachtige picen
varieert in hoogte tussen de 35 - 150 cm. Picenen zijn in ons klimaat
redelijk winterhard. Sommige boompioenen zijn echter gebaat bij enige
bescherming in strengere winters,

2.2 Traditionele vermeerdering
Het wortelstelsel van de picen bestaat uit zogenaamde wortelstokken

(knolvormige, vlezige wortels) waaruit fijnere wortels ontstaan. Op de
wortelstokken ontstaan de nieuwe "neuzen/ogen". De vrij trage
traditionele vermeerdering geschiedt door het opdelen van de wortelstok
in delen met drie tot vijf neuzen. De beste tijd om te vermeerderen is
september-oktober. Het rooien van de planten gebeurt nog vaak met de
hand om de plant zo min mogelijk te beschadigen en geen neuzen te
verspelen,

De boompioenen hebben een afwijkende vermeerderingswijze ten opzichte
van andere pioenen. Deze worden meestal geént. In juli-augustus wordt
minimaal één oog van de gewenste cultivar via copuleren of plakken op
het bovenste deel van een stuk wortelstok van een kruidachtige pioen
geplaatst (Alkemade, 1992).

2.3 Cultuur

Picenen groeien goed op voedzame, humusrijke en vochthoudende grond.
Daarnaast moet de bodem goed doorlatend zijn en het liefst een
zuurgraad hebben van pH 5 4 6. Pioenen geven de voorkeur aan een
zonnige, ruime plaats, af en toe lichte schaduw is ook mogelijk. De
bloei periode is omstreeks mei-juli. De beste plant- en verplant tijd
is september-oktober. De neuzen moeten bedekt zijn met een dun laagje
grond, niet dikker dan 5 cm. Bij boompiocenen moet de entplek net onder
de grond zitten. Bijmesten kan het best in het voorjaar door rondom de
plant goed verteerde stalmest of compost door de grond te mengen.
Eventueel kan gebruik gemaakt worden van kunstmest. De eerste bloel is
één tot twee jaar na het planten te verwachten.

2.4 Ziekten

Ziekten die bij pioen voarkomen zijn ca. Botrytis (=grauwe schimmel).
Bij het boven de grond komen is de stengel aan de voet bruin wverkleurd.
In een later stadium worden ook de bladstelen aangetast en rotten soms



de bloemknoppen, meestal overdekt met schimmelpluis, weg. Bij
Phytophthora, stengelrot, ontstaan op de stengels bruine tot zwarte
vlekken waardoor deze afsterven. Ook virus kan de pioenen aantasten,
vnl. tabaksratelvirus. Op de bladeren ontstaan groengele tot gele
vlekken vaak in kringvorm. Aphelenchoides fragaria, het aardbeiaaltje
tast de knoppen dermate aan dat ze niet of nauwelijks uitlopen of tot
ernstige misvorming van de bladeren leiden. Hepialus lupulinus, de
wortelboorder is in staat om de ondergrondse delen van pioen aan te
vreten waardoor de planten sterven.



3. INITIATIE

De initiatiefase is de eerste fase van weefselkweek waarbij
plantmateriaal ontsmet wordt, in weefselkweek gebracht wordt en de
eerste groei plaatsvindt. Om de kans op afwijkingen zo klein mogelijk
te houden werden telkens bestaande strukturen {okselknoppen) ingezet.
Omdat de okselknoppen (ook wel neuzen genoemd) zich onder de grond
bevinden, werd verwacht dat het materiaal sterk geinfecteerd zou zijn
met schimmels en bacterieén. Bij de eerste initiatie-experimenten

was inderdaad vrijwel alles geinfecteerd. Door een voorbehandeling toe
te voegen en de ontsmetting steeds verder uit te breiden lukte het om
diverse pioenen in cultuur te verkrijgen. De hier beschreven wijze van
voorbehandeling en ontsmetting was het meest succesvol.

3.1 Doel voorbehandelingen
Het doel van voorbehandeling van moerplanten voor weefselkweek is

meestal tweeledig. Door de teeltomstandigheden aan te passen wordt
allereerst geprobeerd het aantal schimmel- en bacterie-infecties te
reduceren. In de tweede plaats wordt de groeil van de gewassen

gestimuleerd waardoor het materiaal in weefselkweek beter aanslaat.

3.2 Voorbehandeling uitgangsmateriaal
Bij het inzetten van materiaal wvan Paeonia worden de ogen gebruikt die

zich bevinden in de oksels van de schutblaadjes aan de basis van de
stengels. Dit is bij de kruidachtige picen dus onder de grond. De
kruidachtige pioen heeft geen bladknoppen aan de bovengrondse
plantendelen. Het uitgangsmateriaal is sterk besmet met bacterién en
schimmels die zich in de grond bevinden. De volgende uitgebreide
voorbehandeling is toegepast om het infectiepercentage zo laag mogelijk
te houden.

Er is uitgegaan van wortelstokken die zijn "gekookt" (een warm-water
behandeling bij 52° C, om schimmels en aaltjes te doden). Vervolgens
zijn ze gedurende een half uur ondergedompeld in een fungicideoplosging
(benomyl 2-5 g/1). De wortelstokken werden verder opgekweekt bij 20 C,
in het donker in plastic bakken in 1-2 cm water met of zonder perliet
(Fig. 1). Twee keer per week werden de wortelstokken en uitlopers
bespoten met een wekelijks wisselende fungicide oplossing ( 0,5 g/l
Rovral of 0,5 g/l Eupareen M) en een antibiotica mengsel ( 50 mg/l
rifampicine, 50 mg/l trimethoprim en 50 mg/l chloortetracycline)

Bij de boompioen bevinden de ogen zich boven de grond. Verwacht werd
dat de besmetting door schimmels en bacterién van de net uitgelopen
planten minder zou zijn dan bij de kruidachtige piocen. De boompiocenen
werden daarom niet voorbehandeld maar werden meteen ontsmet op dezelfde
wijze als de kruidachtige pioen.




Fig.1l. Wortelstokkenobestemd voor initiatie werden opgekweekt in het
donker bij 20°C in bakken met perliet en 1-2 cm water,

3.3 Ontsmetting
De ontsmetting (Fig. 2) verliep als volgt: de uitgelopen knoppen werden

in stukken gesneden van 1.5-3 cm met minimaal één schutblad met oog.
Het materiaal werd achtereenvolgens vijf tot tien minuten gespoeld
onder lopend kraanwater, één minuut in een zeepoplossing (Burtan 20-40
ml/1), 1 min. in 96% ethanol, één minuut in kraanwater en tien minuten
in een oplossing van 3% CaOCl met een paar druppels Tween. Daarna
werden de knoppen driemaal tien minuten gespoeld in gesteriliseerd
gedemineraliseerd water (demi-water), gevolgd door een spoeling in een
steriele oplossing van ascorbinezuur (10 g/l) + citroenzuur (10 g/1).
Dit laatste om de oxidatie van fenolen aan het snijoppervlak te
onderdrukken. Na een laatste spoeling in steriel demi water van tien
minuten was het materiaal klaar om in kleine stukjes van circa 1/2 cm
lengte met één oog (Fig 3) gesneden te worden. Deze stukjes werden op
een vast voedingsmedium geplaatst waaraan twee antibiotica (20 mg/l
rifampicine + 20 mg/l trimetroprim) waren toegevoegd om eventuele
bacteriéle infecties tegen te gaan.



¥
A\

Fig.2. Schematische weergave van de ontsmetting van Paeonia.

A - Wortelstok met uitgelopen neuzen
B - Alleen het gedeelte onder de stippellijn wordt gebruikt.
C/D - Onder de schutblaadjes bevinden zich de okselknoppen.

E - Stukjes scheut (1.5 - 3 cm, minimaal 1 knop) worden
gedurende een half uur onder stromend leidingwater gespoeld.

F - Vervolgens wordt het materiaal verschillende tijden gespoeld in
achtereenvolgens een zeepoplossing, 96% ethanol, kraanwater
Ca0OCl, steriel demi-water, een steriele oplossing van ascorbine-
zuur en citroenzuur en steriel demi-water.

G - De scheutstukjes worden opgesneden in stukjes met één oog.

H - Het oog wordt op de steriele voedingsbodem geplaatst.

I - Het oog kan gaan uitlopen.

Fig.3. Stukjes scheut van circa 1/2 cm lengte met één ocog worden
op een vast voedingsmedium geplaatst.




3.4 Resultaat

De slagingspercentages wisselden sterk van jaar tot jaar en van soort
tot scort. De infectiepercentages liepen uiteen van 0 tot 100, Met de
beschreven voorbehandeling en/of ontsmetting is het gelukt om de
volgende cultivars in cultuur te krijgen:

Paeonia lactiflora 'Sarah Bernhardt'

Paeonia lactiflora 'Karl Rosenfield’

Paeonia officinalis 'Rubra Plena'’

en twee naamloze cultivars van Paeonia suffruticosa, (boompioen). De
boompioenen bleken inderdaad zeer schoon te zijn, slechts é&én van de 16
ogen was geinfecteerd. Om de twee cultivars van Paeonia suffruticosa
uit elkaar te houden werden ze Paeonia suffruticosa "A" (BPA) en
Paeonia suffruticosa "B" (BPB) genocemd.

De vermeerdering wvan Paeonia officinalis 'Rubra Plena' is nooit goed op
gang gekomen. Het aantal explantaten is nooit boven de 30 gekomen., Deze
cultivar heeft daarom vrijwel niet in het onderzoek meegedraaid.

3.5 Conclusies

Door de wvoorbehandeling en ontsmettingswijze steeds wverder uit te
breiden is het gelukt om schoon uitgangsmateriaal te verKkrijgen van
diverse pioenen. Met het verkregen uitgangsmateriaal is het onderzoek
verder vervolgd,

De ontwikkelde initiatieprocedure is niet in een later stadium nogmaals
getoetst. Omdat de slagingspercentages binmen één cultivar van jaar tot
jaar sterk kunmen verschillen is het niet met zekerheid te zeggen of
een minder uitgebreide voorbehandeling/ ontsmetting bij bepaalde
soorten ook succesvol zou zijn geweest.



4. VERMEERDERING

In een reeks van experimenten is onderzocht welke factoren een
positieve invloed hebben op de vermeerderingsfactor. Veel aandacht is
besteed aan de samenstelling van de voedingsbodem.

De meeste experimenten zijn uitgevoerd met Paeonia lactiflora 'Sarah
Bernhardt’. Dit was de eerste cultivar waar schoon uitgangsmateriaal
van was verkregen. In een later stadium zijn de experimenten ook met de
overige cultivars uitgevoerd. De resultaten van beide lactiflora typen
kwamen vaak redelijk overeen. De boompioenen reageerden vaak net iets
anders dan de lactiflora typen.

4.1 Beoordelingsmethode

Het was moeilijk om tot een objectieve beoordelingsmethode wvan de
verschillende behandelingen te komen. In het begin werden de
behandelingen wvaak alleen visueel beoordeeld, hetgeen zeer subjectief
is. Later is vaak de neustoename gedurende een cyclus (tijdseenheid)
bepaald. Dit is het aantal neuzen dat een explantaat heeft aan het
einde van de vermeerderingscyclus min het aantal neuzen dat het
explantaat had op het moment dat het op vers medium gezet werd.

Het was niet bij alle cultivars mogelijk de neustoename te bepalen.
Onder sommige omstandigheden ontstond te veel blad of groeiden de
neuzen onvoldoende uit. Daarom werd in ieder geval standaard de
vermeerderingsfactor bepaald. Onder vermeerderingsfactor werd verstaan
het aantal buizen dat na een vermeerderingscyclus ingezet kon worden
gedeeld door het aantal buizen aan het begin van de cyclus.

vermeerderingsfactor = aantal buizen na overzetten : oorspronkelijk
aantal buizen

4.2 Explantaat grootte

In tegenstelling tot andere gewassen is het blj pioen niet aan te raden
om bij het overzetten alle neuzen (vergelijkbaar met scheutjes)
afzonderlijk op een nieuw voedingsmedium te plaatsen. Vaak is afsterven
van het explantaat dan het gevolg. Beter is het om het explantaat in
stukken te snijden waarop een aantal neuzen zitten met een deel van de
basis er nog aan vast. In de basis zijn structuren zichtbaar in
tegenstelling tot in callus, dat vaak uit ongedifferentieerd weefsel
bestaat. Het is aannemelijk dat bij piocen in vitro ook een wortelstok
is ontstaan (Fig. 4).




Fig.4. Gedurende de weefselkweekfase is er wvaak al sprake van een
‘wortelstokje' (zwarte pijltjes). Hier te zien bij Paeonia
lactiflora 'Sarah Bernhardt'.

Bij de boompicen is het soms ook mogelijk om "top-explantaten" (Fig. 5)
in te zetten. Gedurende de eerst volgende cycli is de vermeerderings-
faktor dan wel lager dan die van de basis-explantaten.

Fig.5. Bij boompiocenen kunnen ook zogenaamde “"topexplantaten"
vermeerderd worden (zie pijltjes).
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4.3 Basismedium

Na het verkrijgen van schoon ultgangsmateriaal moest er een keuze
gemaazkt worden over de samenstelling van het vermeerderingsmedium.
Omdat er geen specifieke media voor Paeonia of verwante gewassen in de
literatuur zijn beschreven, is eerst een aantal algemene media getest.
Dit waren voornamelijk media die in het onderzoek bij andere
boomkwekerijgewassen gebruikt werden. Het medium waarbij de macro- en
micro-elementen gebaseerd zijn op Lepoivre (Zie bijlage II) gaf een
iets betere groei dan de andere media. Dit medium is als basismedium
gebruikt in het verdere onderzoek (Quoirin et al, 1977).

4.4 Hormonen

Voor de vermeerdering worden cytokininen aan het medium toegevoegd.
Cytokininen zijn plantehormonen die onder andere de uitloop van
okselknoppen stimuleren. De meest effectieve cytokinine en de optimale
concentratie wisselen van gewas tot gewas en soms zelfs van cultivar
tot cultivar.

Onderzocht werd het effect van BA, kinetine en 2IP in verschillende
concentraties op de vermeerdering van P. lactiflora 'Sarah Bernhardt’.
BA gaf betere resultaten dan 2IP en kinetine. De beste concentratie
bij P. lactiflora 'Sarah Bernhardt' was 1,0 mg/l. (Fig. 6) Bij de
boompioenen is daarom vervolgens alleen BA in verschillende
concentraties uitgetest. Vooral bij boompiocen "B" ontstonden op 1,0
mg/1l BA zeer veel kleine scheutjes die nauwelijks uitgroeiden. Het is
bekend bij andere gewassen dat een te hoge cytokinine concentratie
dergelijk effect kan opleveren.

BA (771 kinetine

neuzen
IS

aantal

0.1 0.5 1.0 5.0
concentratie (mg/1)

Fig.6. Het effect van het cytokinine-type en concentratie op het
aantal neuzen aan het eind van de vermeerderingscyclus van
Paeonia lactiflora 'Sarah Bernhardt’.
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Bij de boompioenen zijn daarom alleen lagere BA concentraties dan 1,0
mg/l uitgetest. Een betere uitgroei van de scheuten en een hogere
vermeerderingsfactor werd bij boompioen "B" verkregen bij 0,5 mg/1 BA.
Bij boompioen "A" was het effect van een lagere concentraties BA minder
duidelijk. '
Toevoeging van een kleine hoeveelheid auxine (0,1 mg/1 IBA) had geen
positief effect op de vermeerdering maar leidde enkel tot callusvorming
aan de basis wvan het explantaat.

4,5 Suiker

In vitro wordt voor een goede groei een koolstofbron aan het medium
toegevoegd, De fotosynthese van het explantaat is vaak onvoldoende of
vindt soms geheel niet plaats (bijvoorbeeld bij opkweek in het donker).
Meestal wordt saccharose als koolstofbron toegevoegd. Onderzocht is
welk type suiker, en welke concentratie de beste
vermeerderingsresultaten gaf (Fig. 7). Standaard werd 20 g/1 saccharose
gebruikt. Een toenemende saccharose concentratie leidde tot een
afnemende vermeerderingsfactor.

Een toenemende glucoseconcentratie leidde tot een toenemende
vermeerderingsfactor. Het verschil in vermeerdering op 40 g/l glucose
of 20 g/l saccharose was echter niet groot. Dit kan komen omdat 20 g/1
saccharose na afbraak en omzetting equivalent is met 40 g/1 glucose.
Besloten werd om 20 g/l saccharose als standaard te blijven gebruiken.

glucose

vermeerderingsfaktor
A}

30
concentratie {(o/l)

Fig.7. Effect van suiker-type (saccharose of glucose) en - concentratie
op de vermeerdering van Paeonia lactiflora ‘'Sarah Bernhardt’,



In een later experiment zijn 'Sarah Bernhardt’ en beide boompiocenen
drie cycli vermeerderd op saccharose (20 g/1) danwel glucose (30 g/1),
bij twee BA concentraties (0,5 of 1,0 mg/l). Dit om enerzijds het
effect op de vermeerdering te bepalen en anderzijds het naéffect op de
beworteling en het afharden. Na de derde cyclus bleek dat de beste
vermeerdering van zowel ‘Sarah Bernhardt’ als boompiocen "A" werd
verkregen op beide glucose media. Boompioen "B" was het best
vermeerderd op saccharose met 1,0 mg/l BA (Fig. 8).

PSB BPA BPB

200

175 | o &%

180 | |

125 1

explantaten

100 |

75t

aantal

25t
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Fig.8. Aantal explantaten na drie opeenvolgende cycli vermeerdering
op een vermeerderingsmedium met saccharose (20 g/l) of glucose
(30 g/1) gecombineerd met 0,5 of 1,0 mg/1l BA. Uitgegaan was van
30 explantaten ’Sarah Bernhardt’ (PSB) en boompiocen "B" (BPB)
of 27 explantaten boompioen "A" (BFA).

4.6 Temperatuur
De optimale opkweektemperatuur is van gewas tot gewas verschillend.

Verwacht werd dat de optimale temperatuur voor weefselkweek van pioen
rond de 15°G zou liggen gezien de omstandigheden waarin de pioen in
vivo na de winter weer begint te groeien. Onderzocht zijn temperaturen
van 5°C tot 25°C. Zowel de neustoename, de vermeerderingsfactor als de
(uit-)groei van de explantaten nam bij de boompioenen gelijk met de
toename van de temperatuur toe. (Fig. 9) Beide boompioenen hadden een
voorkeur voor een iets hogere temperatuur (20°C} dan P. lactiflora
*Sarah Bernhardt’ en P. lactiflora 'Karl Rosenfield’. P. lactiflora
'Sarah Bernhardt’ en P, lactiflora 'Karl Rosenfield’' groeiden beter bij
een temperatuur van 15°C of 12.5°C.
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Fig.9. Effect van de temperatuur tijdens de vermeerdering op de
neustoename (a) en de vermeerderingsfactor (b) van Paeonia
suffruticosa "A". De proef is twee achtereenvolgende keren
uitgevoerd (serie 1 = eerste keer en serie 2 = herhaling)

4.7 Daglengte
In weefselkweek kan de vorming en groei van ogen beinvloed worden door

de daglengte waarbij de cultures groeien. Onderzocht is het effect van
8 uur (KD), 12 uur (ND) of 16 uur licht (LD) per etmaal en continue
donker op de vermeerdering van pioen. Opkweek bij contimue donker kwam
er qua neustoename als beste uit. Het materiaal bleek bij het
overzetten echter wat brosser dan materiaal dat in het licht gekweekt
werd. Uit de vermeerderingsfactor blijkt echter geen duidelijke
voorkeur voor een van de daglengten. De boompioen had een lichte
voorkeur veoor LD. Gedurende alle verdere vermeerderingsproeven is een
daglengte aangehoudﬁn van 16 uur per etmaal. De lichtintensiteit
bedroeg circa 9 W/m”. Andere lichtintensiteiten zijn niet onderzocht.

4.8 pH
Op zeer beperkte schaal is het effect van de pH onderzocht. De pH moet

dusdanig gesteld zijn dat het explantaat de medium-componenten goed op
kan nemen. Door autoclaveren verandert de pH echter enigszins en als
het explantaat op het medium staat dan maakt deze vaak zijn "eigen" pH
in zijn naaste omgeving.

De standaard pH was 5.5. Deze is vergeleken met pH 5.75 en 6.0

De verschillen in vermeerdering waren zowel bij ’‘Sarah Bernhardt’
(Fig. 10) als boompioen "A" niet groot. Bij beide cultivars volgden de
neustoename en de vermeerderingsfactor heel mooi dezelfde lijn.
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Fig.10. Effect van de pH op de neustoename (toename) en de ver-
meerderingsfaktor (VF) van Paeonia lactiflora 'Sarah
Bernhardt’.

4.9 Vloeibaar medium

Een aantal gewassen wordt vermeerderd in vloeibaar medium, dat wil
zeggen medium zonder agar. In beweging houden van het medium zorgt voor
een betere zuurstofvoorziening, een effectievere toevoer van
voedingsstoffen en verdunning van afvalstoffen. Soms leidt dit tot een
betere groel en vermeerdering.

Pioenexplantaten werden vermeerderd in Erlenmeyers met vloeibaar
medium. De kolven werden met een geringe snelheid geschud op een
schudmachine. Aanvankelijk leek de groei voorspoedig, de scheuten
strekten en de massa nam snel toe. Na vijf/zes weken werden de
explantaten echter waterig en waren niet meer geschikt om door te
vermeerderen.

4.10 Uitscheiding van fenolen
Pioenen in weefselkweek scheiden in meer of mindere mate fenolen uit.

Bij de initiatie procedure wordt om het bruin worden van de explantaten
te verminderen het materiaal gedompeld in een mengsel van citroenzuur
en ascorbinezuur. Dit mengsel werkt als een anti-oxidant. Het voorkomt
het oxideren wvan fenolen waardoor zwartvorming ontstaat.

Om de uitscheiding tijdens de vermeerdering te verminderen werd alleen
het effect van actieve kool onderzocht. Actieve kool kan (groei-
remmende) stoffen absorberen. De vermeerderingsfactor werd echter sterk
negatief beinvloed. Mogelijk werden door de aktieve kool stoffen
geadsorbeerd die belangrijk zijn voor de vermeerdering.

In het verdere onderzoek is weinig aandacht besteed aan de uit-
scheiding.



Een duidelijk verschil in vermeerdering tussen de explantaten mét en
zonder uitscheiding was niet zichtbaar (Fig. 11).

Fig.1ll. In zeer wisselende mate scheidden pioen-explantaten fenolische
stoffen uit. De groei lijkt hierdoor nauwelijks beinvloed te
worden.

4.11 Rust
Doordat de vermeerdering in vitro vrij traag bleef, ontstond het idee
dat het materiaal scms in rust gaat. Toevoeging van gibberelazuur of
een koudebehandeling kan eventuele rust doorbreken, Bij een proef

. . . P o
waarbij een deel van het materiaal continu bij 15 "G gekweekt was, en
een ander deel een koudebehandeling bij 5 °c kreeg, aan het begin of
aan het eind van de vermeerderingscyclus, was er geen verschil in de
vermeerderingsfaktor of neustoename. Enkel het effect op de strekking
van de scheuten viel waar te nemen. Een effect dat ook bij andere
proeven met koudebehandeling werd waargenomen. Dit effect was meestal
significant., Toeveoeging van gibberelazuur had geen duildelijk effect. Om




neustoename

vast te stellen of er inderdaad sprake is van rustontwikkeling is er
een experiment gedaan met ABA en fluridon. ABA is een rust inducerend
hormoon. Fluridon is een stof die de vorming van ABA remt. Als
neveneffect ontkleurt het explantaat bij een toenemende concentratie in
toenemende mate, omdat fluridon tevens invloed heeft op de bladgroen-
synthese. Met fluridon in het medium zou misschien de vorming van rust
voorkomen worden, wat zou kunnen leiden tot de vorming van meer neuzen
en/of een betere vermeerdering,.

Bij boompioen "A" was geen lijn in de effecten van de verschillende
behandelingen te ontdekken. De vermeerdering van de controle was
vrijwel steeds de beste.

Bij ’'Sarah Bernhardt' leidde een teoenemende ABA concentratie tot een
afname van het aantal nieuw gevormde mneuzen. De laagste concentratie
fluridon leidde tot een grotere neustoename dan de controle. Na een
koudebehandeling (11 weken |, QOC) waren bij alle ABA behandelingen
extra nieuwe neuzen gevormd en bij de laagste fluridonconcentratie
niet. Het is mogelijk dat bij de ABA behandelingen wel rust gevormd was
die door kou doorbroken kon worden en bij de fluridon behandelingen
niet. Bij herhaling van het experiment waren de effecten minder groot
(Fig. 12).
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Fig.12. Effect van de concentratie ABA en fluridon in het
vermeerderingsmedium (herhaling) op de neustoename v66r en na
een koudebehandeling wvan 11 weken bij 4 °C (a) en de
vermeerderingsfactor (b) van Paeonia lactiflora 'Sarah
Bernhardt’ .
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Een koudebehandeling leidde bij alle behandelingen, ook bij fluridon,
tot een verdere toename van het aantal neuzen. Het is niet met
zekerheid vast te stellen of dit een rustdoorbrekend effect van de
koudebehandeling of een leeftijdseffect was,.

De vermeerderingsfaktor van ’‘'Sarah Bernhardt’' was gemiddeld bij de
fluridon behandelingen iets hoger dan bij de controle.

Hoewel een rustdoorbrekend effect of een duidelijk positief effect op
de vermeerdering niet overduidelijk aangetoond is, lijkt een
koudeperiode van een aantal weken één 4 twee keer per jaar zeker niet
negatief te zijn voor het materiaal en kan tevens.in drukke periodes de
arbeidsplanning makkelijker maken.

Op het COWT zijn explantaten zes-negen maanden bij 4°C in het donker
bewaard, zonder dat de kwaliteit zodanig terugliep dat de planten niet
meer goed te vermeerderen waren.

4.12 Conclusies

Toen de culturen na een aantal maanden op gang gekomen waren, lag de
vermeerderingsfaktor tussen de 1.5 en 3.6 per 7/8 weken, meestal
schommelde hij rond de twee.

De onderzochte faktoren hadden soms een positief effect op de
neustoename maar dit effect werd bij het vermeerderen soms sterk
afgezwakt en kon soms geheel niet meer in de vermeerderingsfaktor
worden teruggevonden. De nieuw gevormde neuzen waren in deze gevallen
vaak te klein om afzonderlijk doorvermeerderd te kunnen worden.

Een medium waarop alle cultivars redelijk goed vermeerderden was
Lepoivre, macro- en micro-elementen in de gehele concentratie, 40 mg/l
FeNaEDTA, 1 mg/l thiamine-HCl, 100 mg/l myo-inositol, 0.5 mg/l
nicotinezuur, 0.5 mg/l pyridoxine-HCl, 1 mg/l BA, 30 g/l glucose, 6 g/l
agar en een pH = 5.5.







