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Voorwoord

In dit verslag worden de resultaten beschreven van twee projecten waarin weefselkweekmethoden ten
behoeve van vermeerdering en veredeling van tulp zijn onderzocht.

Het project ‘Toepassing van embryogenese bij de vermeerdering en veredeling van tulp' is vanaf begin
1996 tot eind 1999 uitgevoerd bij het Praktijkonderzoek Plant & Omgeving (voorheen Laboratoriurn voor
Bloembollenonderzoek/Centraal Onderzoekslaboratorium voor de Weefselkweek van Tuinbouwgewassen)
en Plant Research International, Wageningen {voorheen CPRO-DLO). Projectleider waren P.M. Boonekamp
(PPO, tot november 1998) en M. van Lookeren Campagne (PRI).

Doel van het projectonderdeel bij het PPO was om uit te zoeken of somatische embryogenese (vorming van
embryo's uit niet-geslachtscellen) toepasbaar is voor een sneller vermeerderingssysteem van tulp. Aan dit
cnderdeel hebben de volgende mensen meegewerkt: A. de Jong (deelprojectleider tot augustus 1997), H.
Bouman (deelprojectleider vanaf augustus 1997}, M. Dijkema (tot januari 1999}, H. Gude (tot augustus
1997}, W. Schoo, en als stagiaires I. Strik, C. Randag, R. Otten en F. Vidal.

Doel van het projectonderdeel bij Plant Research International was een methode te ontwikkelen voor
microsporenembryogenese (vorming van embryo's uit onrijp stuifmeel) om de genetische variatie die
aanwezig is in tulp sneller beschikbaar te maken voor veredelingsdoeleinden. Aan dit onderdeel hebben
meegewerkt J. Custers (deelprojectleider), L. Ennik, W. Eikelbcom en J. Mathijsen.

Het project werd additioneel gefinancierd door het Productschap Tuinbouw en begeleid door een
begeleidingscommissie waarin de volgende personen zitting hadden: J. de Vries (PT), 1J. de Jong, E.
Jongedijk (tot juni 1997), D. van Kleinwee (vanaf december 1997) {Stiverbol) en P. van der Linde (VGB).

Het project ‘Weefselkweekvermeerdering tulp: regeneratie op bloemstengelexplantaten en
doorvermeerdering’ werd uitgevoerd bij het PPO van 1993 tot eind 1999. Doel van dit project was het
verbeteren van de vermeerdering van tulp in vitro uitgaande van scheutvorming op bloemstengelplakjes.
Aan dit project hebben meegewerkt: M.M. Langens-Gerrits (projectieider), A.M. Kuijpers (tot april 1998}, I.
Brouwer {vanaf mei 1998}, en als stagiaires B. de Wit, M. Malik en C. Patton. Dit project is vanaf 1997
mede onderwerp geweest van de besprekingen met bovengenoemde begeleidingscommissie en bij deze
bijeenkomsten is ook over dit deel gerapporteerd.



Samenvatting

Vermeerdering van tulp met behulp van weefselkweek

Onderzoek

Vermeerdering van tulp op het veld gaat erg langzaam waardoor het lang duurt voordat nieuwe cultivars op
de markt kunnen worden gebracht. Vermeerdering met behulp van weefselkweek kan de introductie van
nieuwe cultivars aanmerkelijk versnellen. Met het protocol dat bij aanvang van de projecten beschikbaar
was, is commerciéle toepassing van vermeerdering van tulp in vitro nog niet haalbaar.

Deze methode verloopt als volgt: op bloemstengelplakjes worden scheutjes geregenereerd. Deze scheutjes
worden gebruikt voor verdere doorververmeerdering, en als voldoende scheutjes verkregen zijn, worden ze
aangezet tot bolvorming. Bolleties worden uitgeplant en komen na een koudebehandeling snel en uniform
op. Er doen zich verschillende probiemen voor in dit protacol. Veel van de scheutjes (90-95%) die op de
stengelplakjes ontstaan hebben geen groeipunt en kunnen dus geen bolletje vormen. Daarnaast is de
vermeerderingsfactor te laag (ongeveer 1_ per 10 weken) en net als in de gerste fase vormt maar een klein
percentage van de scheutjes uit de doorvermeerdering een bolletje. Over groei en bloei van
weefselkweekbolletjes en de kans op het ontstaan van afwikingen was weinig of niets bekend.

In de projecten is op verschillende manieren geprobeerd om de vermeerdering van tulp te verbeteren. De
eerste lijn ging uit van het bestaande protocol op vast mediumn. De tweede lin was het ontwikkelen van een
nieuwe, potentieel veel snellere methode waarbij geen scheutjes maar clusters van groeipunten
(meristematische clusters) worden vermeerderd in vioeibaar medium. Op bloemstengelplakjes worden dan
geen scheuties maar meristematische clusters geinduceerd. Deze clusters worden vermeerderd in
vioeibaar medium en daarna, tot scheutvorming, op vast medium gebracht. Tot slot worden de scheutjes
aangezet tot bolvorming. Een dergelijke methode is voor andere bolgewassen {lelie, narcis, nerine) wel
beschreven, maar voor tulp was daarover niets bekend. Voor vermeerdering op vast medium is vooral
gewerkt met de cultivars Gander en Apeldoorn. Op kleinere schaal zijn andere cultivars onderzocht. In
vloeibaar medium is alleen gewerkt met de cultivar Apeldoorn.

Het protocol dat beschikbaar was bij aanvang van de projecten is aanzienlijk verbeterd. Er zijn verschillende
combinaties van groeiregulatoren gevonden waarmee scheutjes kunnen worden geinduceerd en kunnen
worden doorvermeerderd. In het verslag wordt de bandbreedte van de concentratie van groeiregulatoren
gegeven die gebruikt zijn om te komen tot een werkzaam protocol.

Regeneratie- en vermeerderingscapaciteit verschilden van cultivar tot cultivar,

Initiatie van scheutjes

Toepassing van de groeiregulator jasmonzuur of methyljasmonaat verhoogde het percentage scheuten met
een groeipunt sterk. Stengelplakjes die gekweekt waren op medium met jasmonzuur, bleken na afsnijden
van de scheutjes nogmaals te gebruiken voor scheutvorming. Scheutvorming verliep beter in het donker
dan in het licht. Wijziging van de mineralen- of suikersamenstelling had geen stimulerend effect op de
scheutvorming. Antibiotica en PPM (een antibacterieel rmiddel} verminderden uitval van explantaten door
endogene (in het weefsel aanwezige) bacteriéle besmettingen.

Doorvermeerdering

Voor doorvermeerdering zijn scheutjes overlangs doormidden of in plakjes gesneden. Scheutjes uit het
donker vermeerderden beter dan scheutjes uit het licht. De vermeerderingsfactor kon worden verhoogd
door de scheutjes voor opsnijden in plakjes eerst een aantal weken in vast of vioeibaar medium te kweken
{tussenkweek). Een koudebehandeling gegeven aan scheutjes op een stengelplakje verhoogde de
vermeerderingsfactor bij de cultivar Gander.,

De cultivar Apeldoorn is met succes vermeerderd in vioeibaar medium door middel van meristematische
clusters. Het is niet gelukt om een echte suspensiecultuur (kweek van losse cellen en hele kleine
celklompjes} op te zetten. Een groot probleem bij gebruik van viceibaar medium was uitval door inwendige
besmettingen. Op vast medium konden de clusters aangezet worden tot vorming van scheutjes.

Bolvorming

Losgesneden scheutjes vormden veel minder vaak een belletje dan scheutjes waaraan een stukje explantaat
vast zat. Verhogen van de suikerconcentratie bevorderde het percentage bolvorming niet.

Scheutjes verkregen uit meristematische clusters van ‘Apeldoorn’ gaven meer bolvorming dan scheutjes
vermeerderd op vast medium.



Groei na de weefselkweek

Uitplanten in het veld of de gaaskas gaf over het algemeen betere groei dan in een klimaatcel.
Weefselkweekbollen van de cultivar Gander gaven forsere en zwaardere bloemen en hadden dikkere stelen
dan conventioneel vermeerderde bollen, Er waren niet meer afwijkingen dan in de conventioneel
vermeerderde bollen. Weefselkweekboilen verklisterden minder en gaven de zwaarste Aballen.

Conclusies

Vermeerdering op vast medium

« Het protocol dat beschikbaar was bij aanvang van de projecten is aanzienlijk verbeterd.

¢ Bolvorming na doorvermeerdering blijft een knelpunt.

« De regeneratiecapaciteit en vermeerderbaarheid verschilt van cultivar tot cultivar.

* Groei en bloei van de bolletjes na uitplanten gaf geen problemen. Weefselkweekbolleties presteerden
beter dan conventioneel vermeerderde bollen. Er zijn nog geen gegevens verkregen over de bloel van
bolletjes die verkregen zijn na kweek op het auxine 2,4-D (vast- en vloeibaar mediumj.

* Inde Ict;op van het project werd duidelijk dat er geen onderscheid gemaakt kan worden tussen scheuten
en embryo's,

Vermeerdering in vioeibaar medium

¢ De cultivar Apeldoorn werd succesvol vermeerderd in vioeibaar medium via meristematische clusters.
Regeneratie van scheutjes en daarna bolletjes uit de clusters verliep zonder problemen.

« Een nadeel was de vrij grote kans op het optreden van infecties bij kweek in vioeibaar mediurn.

¢ Hetis nog niet duidelijk of deze methode voor meer cultivars werkt.

* Een echte suspensiecultuur bleek niet haalbaar.

Vervolgonderzoek

In vervolgonderzoek worden de volgende zaken onderzocht:

+  Groei en bioei van bolletjes uit het vorige project.

+ Commerciéle toepasbaarheid van het tot nu toe ontwikkelde protocol wordt getest voor een brede
reeks van cultivars, in samenwerking met drie weefselkweekbedrijven.

« \Verdere verbetering van de bolvorming.

+  Er wordt getest of het mogelijk is om met gebruik van jasmonzuur, zonder doorvermeerdering, in een
jaar 100-200 bolletjes uit één bloemstengel te verkrijgen.

MICROSPORENEMBRYOGENESE

Onderzoek

Tulp is een vegetatief vermeerderd, sterk heterozygoot gewas met een lange juveniele fase van vier tot zes
jaar. Als gevolg van deze eigenschappen is veredeling van het gewas moeilijk en gaat genetische
verbetering langzaam. Efficiéntere en meer gerichte veredeling is mogelijk indien de veredelaars kunnen
beschikken over homozygote planten, maar om deze te maken kost bij tulp wel veertig jaar wanneer
herhaalde zelfbestuiving wordt toegepast. Microsporencultuur biedt de mogelijkheid om in één generatie,
homozygote planten van tulp te maken.

Deze nieuwe manier van produceren van homozygote planten kan ook de moleculaire merkerveredeling bij
tulp een stuk versnellen, omdat het koppelingsonderzoek dan eenvoudiger gaat. Ook kunnen de
homozygote planten dienen als ouders voor het maken van F1-hybridecultivars.

De doelstelling van dit project was om voortbouwend op het Urgentieprogramma Bollenziekte- en -
veredelingsonderzoek het protocol van microsporencultuur van tulp te verbeteren en om van een vifftiental
cultivars een groot aantal verdubbelde haploide planten te produceren en deze op hun waarde voor de
veredeling te beoordelen.

Initiatie van sporofytische deling vanuit microsporen bleek bij alle cultivars van tulp mogelijk. Bij de meeste
¢cultivars werden grote aantallen multicellulaire microsporen gevormd, regelmatig tot meer dan 500 per bol.
Voorbehandeling van de bol bij 32°C verbeterde de varming van embryo's vanuit de microsporen, maar
deze behandeling is nog niet bij alle cultivars geoptimaliseerd. Een tegenvallend resultaat was dat
gedurende opeenvalgende ontwikkelingsstappen tijdens de cultuur steeds grote aantallen individuen
afvielen, hetgeen waarschijnlijk het gevolg is van sterke inteeltdepressie. Met name de kieming was een
groot struikelblok. Het resultaat daarvan kon enigszins worden verbeterd door cytokinine toe te voegen
tiidens de embryorijping en tijdens de kou. Na de kieming was plantvorming mogelijk via vorming van
somatische embryo's. Hieruit werden kloontjes gemaakt, die na een aantal cycli weefselkweekplanten
opleverden die groot genoeg waren om bolletjes te vormen voor uitplanten. Een eerste serie van 20
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bolletjes werd overgebracht naar de grond. Op het veld stonden tot nu toe alleen microsporenplantjes
afkomstig van het Urgentieprogramma. Na 4 jaar groei zijn deze plantjes nog steeds erg klein en miezerig.
Bij ploidie-onderzoek aan de embryo's werden zowel haploide als diploide individuen aangetroffen. Dit geeft
aan dat in elk geval embryo’s zijn ontstaan uit haploide microsporen. Na uitgroei tot plant bleken alleen nog
maar diploide en een klein percentage tetraploide planten aanwezig te zijn. AFLP-analyse van deze planten
liet een sterk vereenvoudigd bandenpatroon zien ten opzichte van de ouders, hetgeen erop wijst dat de
plantjes inderdaad uit microsporen zijn ontstaan. Maar ook was te zien dat de segregatie van
polymorfismen wat scheef was, wat kan duiden op koppeling met genen die gunstig zijn voor de
regeneratie,

Conclusie

Ondanks de nieuwe inzichten, het verbeterde protocol en de grootschalige cultures kon het hoofddoel van
het project niet worden gerealiseerd. Het project leverde niet de grote aantallen verdubbelde haploide
planten op het veld die werden verwacht. Het algemene idee is dat dit het gevolg is van sterke
inteeltdepressie.
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1 Inleiding

Tulp is het belangrijkste bioembolgewas in Nederiand; de exportwaarde per jaar bedraagt meer dan 500
miljoen gulden. Veredeling van tulp is belangrijk om in te kunnen spelen op veranderende eisen van de
maatschappij (er is vraag naar rassen die geteeld kunnen worden met minder milieubelasting) en de markt
{nieuwe kleuren en vormen). Veredeling gaat echter erg langzaam, ordat aan de ene kant het gewas sterk
heterozygoot is en een bijzonder lange generatiecyclus heeft, en aan de andere kant omdat de
vermeerdering op het veld zeer langzaam gaat, waardoor het lang duurt voordat nieuwe cultivars,
verkregen uit conventionele of biotechnologische veredeling, op de markt gebracht kunnen worden. Een
veredelingsprogramma van tulp duurt al gauw 20-25 jaar. Verschuivingen in het sortiment vinden dus maar
langzaam plaats, en snel inspringen op veranderende wensen uit de markt en de maatschappij is niet
mogelijk.

Vermeerdering met behulp van weefselkweek kan de introductie van nieuwe cultivars aanmerkelijk
versnellen. Bij vermeerdering op het veld worden 2-3 nieuwe bollen per uitgeplante bol verkregen (het aantal
nieuwe bollen verschilt per cultivar). In weefselkweek kunnen op de plakjes gesneden van de bloemstengel
van één bol, grote aantallen scheutjes ontstaan {zo'n 50 scheutjes per bloemstengeltje). Deze scheutjes
kunnen vervolgens weer gebruikt worden voor verdere doorvermeerdering en zo kunnen in een jaar in
principe duizenden plantjes worden verkregen. Deze vermeerderingsmethode was bij aanvang van het
project echter nog niet zover uitgewerkt dat commerciéle toepassing haalbaar was. Er is de afgelopen jaren
veel onderzoek gedaan in binnen- en buitenland aan weefselkweekvermeerdering van tulp en ook bij het PPO
is vermeerdering van tulp met behulp van weefselkweek uitgebreid onderzocht.

Veredeling van tulp kan versneld worden door methoden waarmee de genetische variatie binnen het gewas
sneller zichtbaar wordt. Embryogenese vanuit jonge stuifmeelkorrels {microsporen) biedt in principe die
mogelijkheid. Bij microsporenembryogenese ontstaan planten uit jonge stuifmeelkarrels. De stuifmeelkorrels
bevatten de erfelijke informatie in enkelvoud en bovendien is de erfelijke informatie telkens in verschillende
combinaties aanwezig. Daardoor wordt in planten die uit stuifmeelkorrels ontstaan, in één generatie de
erfelijke variatie van een cultivar of geniteur zichtbaar gemaakt. Daarmee wordt een aanzienlijke tijdwinst
geboekt ten opzichte van herhaald zelfbestuiven om homozygote planten te maken, wat bij tulp anders wel
40 jaar kost. De verkregen haploide planten uit stuifmeelkorrels kunnen na verdubbeling van het aantal
chromosomen gebruikt worden in veredelingsprogramma's. Er is binnen het Urgentieprogramma Bollen
ziekte- en veredelingsonderzoek onderzoek gedaan naar microsporenembryogenese bij tulp, maar een
breed toepasbaar protocol voor deze cultuur was bij aanvang van het project nog niet beschikbaar.

1.1 Doelstelling van het gepresenteerde onderzoek

Doel van het onderzoek was het ontwikkelen van methoden voor snelie vermeerdering en efficiénte

veredeling van tulp, waardoor de introductie van nieuwe rassen kan worden versneld, en de genetische

variatie beter kan worden benut.

Binnen de projecten werden verschillende methoden onderzocht:

1) Vermeerdering van scheuten/somatische embryo's die direct op bloemstengelplakjes ontstaan {PPO).

2) Vermeerdering van meristematische clusters of celsuspensies in vlogibaar medium en daarna vorming
van bolletjes via somatische embryogenese (PPO)

3) Microsporenembryogenese (PRI).
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1.2 Opzet van het verslag

Naar de wens van de begeleidingscommissie is het verslag in eerste instantie geschreven voor de directe
gebruikers van de onderzoeksresultaten, de weefselkweekbedrijven. Daarnaast is het verslag bedoeld voor
veredelaars. De onderdelen uit bovengenoemde projecten die betrekking hebben op vermeerdering (met
behulp van scheuten of embryo's) zijn in de loop van 1997 bij elkaar gevoegd en worden in dit verslag
gezamenlijk besproken.

Het verslag begint met een samenvatting. Hoofdstuk 2, 3 en 5 beschrijven de protocollen voor
vermeerdering van tulp op vast of in viceibaar medium, Toelichtingen bij de verschillende stappen van de
protocollen zijn in hoofdstuk 4 en 6 opgenomen. In hoofdstuk 7 worden de belangrijkste conclusies
getrokken uit hoofdstuk 2 tot en met 6 getrokken.

In hoofdstuk 9 vindt u het pratocol voor microsporenembryogenese inclusief de mediumsamenstellingen,
eveneens gevolgd door een toelichting, met in hoofdstuk 10 de conclusies rond dit project.

In bijlage 1 wordt een aantal begrippen die veel worden gebruikt in dit verslag toegelicht. In bijlage 2 en 3

worden rekenvoorbeelden gegeven van het aantai bolletjes dat verkregen wordt bij vermeerdering op vast
of in vioeibaar medium. Bijlagen 4 tot en met 6 tot slot geven de medium-recepten.

14



2  Vermeerdering van tulp in weefselkweek op vast of in
vloeibaar medium

2.1  Korte beschrijving van de methoden

Voor de initiatie van scheuten wordt uitgegaan van dunne plakjes gesneden van jonge bloemstengeltjes. Op

de plakjes ontstaan, afhankelijkk van de gebruikte groeiregulatoren, scheutjes of clusters van groeipunten.

¢ Scheutjes worden op vast medium doorvermeerderd door ze in stukjes te snijden, waarna op de
stukjes weer nieuwe scheutjes ontstaan.

»  Clusters groeien in vioeibaar medium en vallen op een schudder uviteen in kleinere clusters. In de laatste
stap worden de clusters op vast medium gelegd en aangezet tot scheutvorming. Vermeerdering van
clusters in vioeibaar mediumn geeft in principe een veel hogere vermeerderingssnelheid en is
goedkoper, omdat de clusters niet handmatig doorvermeerderd hoeven te worden. Nadelen zijn de
grotere kans op het optreden van infecties en het feit dat de meeste weefselkweekbedriven ingericht
Zijn op het kweken op vaste voedingsbodems. Yoor verschillende andere gewassen, waaronder ook
bolgewassen, is deze methode in de praktijk toepasbaar of in ontwikkeling.

* Suspensies groeien net als clusters. Het verschil is de grootte van de te vermeerderen eenheden.
Suspensies kunnen aangezet worden tot somatische embryogenese. In principe geeft deze methode de
hoogste vermeerderingsfactor. Voor grote aantallen {(honderdduizenden) is zeer geavanceerde
apparatuur nodig (bioreactoren); voor aantallen rond de tienduizend veldoen erlenmeyers op schudders.
De methode wordt nog nergens in de sierteelt toegepast. Alleen in de bosbouw, speciaal voor
coniferen, is er een ontwikkeling die richting praktijktoepassing gaat.

Als voldoende scheutjes zijn verkregen worden ze aangezet tot bolvorming. De scheutjes krijgen dan eerst
een koudebehandeling (10 weken bij 5°C). Hierdoor wordt het groeipunt aangezet tot vorming van een
bolletje. Na de koudebehandeling is nog geen bolvorming waarneembaar; pas als het scheutje daarna bij
hogere temperatuur {20-25°C) verder wordt gekweekt, gaat de basis van het scheutje zwellen en ontstaat
een bolletje. Het bolletje kan worden uitgeplant en na een tweede koudebehandeling om de rust te breken,
komen de bolletjes snel en uniform op.

2.2 Problemen bij de weefselkweekvermeerdering van tulp

Bij aanvang van de projecten was er een protocol (Hulscher et al,. 1992) voor de vermeerdering van tulp
met behulp van weefselkweek beschikbaar. Dit protocol ging uit van vermeerdering van scheutjes die
werden verkregen op bloemstengelplakjes of vanuit okselknoppen. Daarbij traden bij de volgende stappen
problemen op en/of er was nog geen ervaring:

Scheutvorming op stengelplakjes.

De scheutjes die op de bloemstengelplakjes ontstonden, hadden niet allemaal een groeipunt. De scheuten
zonder groeipunt, die geen bolletje konden vormen, waren op het oog niet te anderscheiden van scheuten
g&tﬁ groeipunt die dat wel konden. Het percentage scheuten zonder groeipunt was hoog, meestal hoger dan

Doorvermeerdering.

Met de bestaande methode werd een vermeerderingsfactor van ongeveer 1,5 per 10 weken verkregen.
Deze vermeerderingsfactor bleek onvoldoende voor commerciéle toepassing. Er was geen methode
heschikbaar voor vermeerdering van meristematische clusters en/of suspensies,

Bolvorming.

Bij de scheutjes die ontstonden na doorvermeerdering deed zich hetzelfde probleem voor als bij scheutjes
die direct op stengelplakjes ontstonden: niet alle scheutjes hadden een groeipunt en niet alle scheutjes
konden dus een bolletje vormen.
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Groei en bloei.

Qver het aspect groei en bloei was weinig bekend bij aanvang van het project. Yan andere gewassen dan
tulp is bekend dat door weefselkweek soms afwijkende planten ontstaan. Een enkele afwijkende plant in een
partij is echter geen probleem; deze kan worden verwijderd. Een verlies aan groeikracht in de hele partij kan
wel opbrengstdaling tot gevolg hebben. De afwijkingen die ontstaan in weefselkweek zijn niet altijd blijvend;
sommige verdwijnen na één of meer groeiseizoenen. Lang niet alle afwijkingen worden door weefselkweek
veroorzaakt. Ook daarbuiten komen ze regelmatig voor.

2.3 Aanpak van het onderzoek

Scheutvorming op stengelplakjes op vast medium

Dit onderzoek heeft zich in eerste instantie gericht op het verbeteren van de initiatiefase: het ontstaan van
scheutjes op bloemstengelplakijes. Onderzocht is welk effect een groot aantal factoren (hormonale, fysische
of voedingsfactoren; uitgangsmateriaal} heeft op het aantal scheutjes dat ontstaat op een stengelplakje en
op het percentage daarvan dat een groeipunt heeft. Qok factoren waarvan bij andere gewassen {0.a.
komkommer, cyclaam, wortel) bekend is dat ze van belang zijn bij somatische embryogenese, zijn in het
onderzoek opgenomen.

Dit onderdeel is voornamelijk uitgevoerd met 'Gander' en ‘Apeldoorn’. Voor 'Gander' werd voor
scheutinitiatie als standaard het auxine naftaleenazijnzuur {NAA) en het cytokinine zeatine gebruikt. Voor
initiatie van scheutjes bij ‘Apeldoorn’ werden stengelplakjes eerst een korte periode {2-3 weken} op medium
met het auxine 2,4-dichlorophenoxyazijnzuur {2,4-D) en het cytokinine benzyladenine {BA} gekweekt en
daarna op mediumn met alleen BA. Een aantal andere cultivars is later meegenomen in het onderzoek.

Initiatie van meristematische clusters en/of suspensies

Litgaande van bloemstengelplakjes zijn door variatie van de kweekcondities (voornamelijk de
auxineconcentratie} geen scheutjes maar clusters of embryogeen callus geinduceerd. Dit onderdeet was
een haalbaarheidsstudie en is alleen met de cultivar Apeldoorn vitgevoerd.

Inductie van embryogeen callus om een celsuspensie op te zetten bleek al snel niet haalbaar binnen de duur
van het project. Dit onderdeel wordt dan ook zeer beperkt besproken in dit verslag.

Doorvermeerdering

Hierbij zijn de volgende aspecten onderzocht:

1. doorvermeerderen van scheutjes door opsnijden in kleine stukjes en vermeerdering op vast medium.
Factoren als de kwaliteit van de gebruikte scheutjes en een veelheid aan kweekcondities zijn hierbij
onderzocht op hun effect.

2. vermeerdering van meristematische clusters in vloeibaar medium.

3. vermeerdering van embryogene cellen of kleine celclustertjes in vioeibaar medium.

Bolgroei in vitro

De kwaliteit van de scheutjes, dat wil zeggen de capaciteit om een bolletje te vormen, is onderzocht door
de scheutjes een bolvormingsbehandeling te geven. Aan de buitenkant is niet te zien of een scheutje wel of
geen bolletje kan vormen. Gevormde scheutjes kregen een koudebehandeling van 10 weken en werden
daarna 12 weken bij 20-25°C gekweekt voor uitgroei van de bolletjes.

Groei en bloei na uitplanten

Weefselkweekbolleties uit de eerste fase of uit de doorvermeerdering zijn uitgeplant in grond {kweekcel,
gaaskas of volle grond) om de groeikracht en de kans op afwijkende bloei te bestuderen. Groei en bloei van
weefselkweekbollen en conventioneel vermeerderde hollen van de cv. Gander zijn vergeleken.
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3  Protocol initiatie en vermeerdering van scheutjes op
vast medium

Behandeling uitgangsmateriaal

¢

Initiatie

Bolvorming

'

Groei en bloei
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3.1 Behandeling uitgangsmateriaal

Bolien kregen de temperatuurbehandeling voor ijstulpen. Na de oogst werden de bollen tot half oktober bij
20°C bewaard, vervolgens tot half november bij 17°C. Dan werden de bollen per 10 ingepakt in plastic
zakken met vochtige aarde. Zo ingepakt werden ze 2-3 weken bij 9°C beworteld. Ais de wortels waren
gevormd werden de bollen een aantal weken bij 5°C bewaard en dan ingevroren bij -2°C. Door de bollen in
te vriezen kon de periode waarin proeven konden worden gedaan, aanmerkelijk worden verlengd (§ 4.1.1).
Deze baolien werden een paar dagen voor gebruik ontdooid bij 9 -15°C.

0ok bollen die op een andere manier bewaard zijn, maar waarin wel een stengeltje aanwezig is, kunnen
voor weefselkweek worden gebruikt.

3.2 Initiatie

3.2.1 Sterilisatie

« Gebruik gezonde, schone, niet (of zo min mogelijk) beschadigde bollen.

= Verwider de wortels.

*  Spoel de bollen goed af.

*  Prepareer de bloemstengel uit de bol door de rokken weg te snijden {okselknoppen zijn ook te
gebruiken als uitgangsmateriaal: uitprepareren en op zelfde manier behandelen als stengeltjes). Laat
een klein stukje van de bolbodem aan het stengelje zitten.

Verwijder het topje van de bloemstengel (1-2 cm) als het bruin is.

Spoe! de stengeltjes goed af met water.

Spoet de stengeltjes + 30 seconden in 70% ethanol.

Steriliseer de stengeltjes 30 minuten in bleekwater (1% actieve stof) met een paar druppels Tween 20.
Stengeltjes drijven, dus af en toe schudden.

*  Spoel drie keer met steriel demiwater (= gedemineraliseerd water).

3.2.2 Opkweek van scheutjes

*  Verwijder het door bleekwater aangetaste stukje bolbodem

= Snijj plakjes (explantaten) van ongeveer 1 mm dikte. Verwijder de ringetjes blad rond de plakjes die
gesneden zijn uit de bovenkant van het stengeltje. Dit blad groeit en strekt en er worden geen scheutjes
op gevormd.

< Plakjes kunnen worden gekweekt in hoge petrischalen (diameter 9 ¢cm, hoogte 1,5 cm) met ongeveer
35 ml initiatiemedium A, of B.1. (bijlage 4) of in buizen met 15 ml van hetzelfde medium. Petrischalen
en buizen worden niet dichtgetapet. Lage petrischalen of smalie buisjes kunnen beter niet worden
gebruikt omdat het explantaat met scheutjes aanzienlijk kan groeien.

+ Plaats het plakje met de fysiologische onderkant {= 'polair enten') of de fysiclogische bovenkant (=
‘apolair enten') op het medium (§ 4.2.1).

»  Kweek de stengelplakjes gedurende ongeveer 12 weken bij 20°C (§ 4.2.2) in het donker (§ 4.2.3.) op
MS-medium met groeiregulatoren. Het explantaat zelf groeit aanzienlijk en scheutjes ontstaan meestal
aan de rand van het explantaat uit de subepidermale lagen (§ 4.2.4). Stengelplakjes kunnen uitvallen
door endogeen {in het weefsel} aanwezige besmettingen (§ 4.2.5). Na ongeveer 6 weken worden de
eerste scheufjes zichtbaar.

»  Als het auxine 2,4-D wordt gebruikt, worden de plakjes eerst gedurende 1-3 weken op medium met 2,4-
D (initiatiemedium B.1, bijlage 4} opgekweekt, om daarna overgezet te worden op medium zonder 2,4-
D (=uitgroeimedium B.2, bijlage 4). Continue kweek op medium met de gebruikte concentratie 2,4-D
remt de uitgroei van de scheutjes (§ 4.2.6.1).

*  Scheutvorming in de eerste fase wordt sterk bevorderd door methyljasmonaat en jasmonzuur
{§ 4.2.6.2.). Ook paclobutrazol (§ 4.2.6.4) en STS (§ 4.2.6.5) hebben pasitieve invloed, Verdere
informatie over de mediumsamenstelling is te vinden in § 4.2.7 'Mineraler’, § 4.2.8 'Suikers' en § 4.2.9
‘Overige factoren'.
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3.3 Doorvermeerdering

De scheuten die op de stengelplakjes ontstaan, kunnen worden doorvermeerderd door ze in plakjes of
overlangs doormidden te snijden (§ 4.3.1)

Snij scheutjes van 1 cm of langer van het explantaat af en snij ze in plakjes van ongeveer 1 mm dik.
Plaats de plakjes polair of 'op de kop' (§ 4.2.1) op doorvermeerderingsmedium (A. of B.3. bijlage 4) bij
20°C in het donker (§4.3.2). Zet de scheutjes elke 5-6 weken op vers medium (§ 4.3.3).

«  Op de plakjes ontstaan nieuwe scheutjes die opnieuw kunnen worden gebruikt voor doorvermeerdering,
Als voldoende scheutjes verkregen zijn, worden ze aangezet tot vorming van een bolletje.

3.3.1 Conditionering van de scheutjes voér doorvermeerdering

De vermeerderingsfactor wordt verhoogd door de scheutjes een voorbehandeling te geven véor opsnijden
in plakjes. De volgende voorbehandelingen hadden een positief effect:

« kweek van de scheutjes gedurende een aantal weken in vioeibaar medium (§ 4.3.4.1).

» een koudebehandeling (§ 4.3.4.2).

Als stengelplakjes eerst 12 weken op medium met methyljasmonaat worden gekweekt en daarna op
initiatiemedium A (bijlage 4) worden gezet gedurende 12 weken, ontstaan opnieuw scheutjes (§ 4.3.4.3).
Deze tweede-golf-scheutjes geven een hogere vermeerderingsfactor dan eerste-golf-scheutjes en ook de
bolvormingscapaciteit is beter dan die van de eerste-fase-scheutjes.

3.3.2 Qverige factoren

Voor ‘Gander’ zijn nog andere factoren gevonden die de doorvermeerdering positief beinvioeden: gebruik

xlar] jonge scheuten, en verversen medium tijdens de regeneratie op stengelplakjes. Effecten zijn echter
ein.

3.4 Bolvorming

«  Om bolvorming te induceren moeten de scheutjes worden overgezet op bolvormingsmedium {C., met
extra sucrose (§ 4.4.1) en zonder hormonen, bijlage 4) en 10 weken in het donker bij 5°C gekweekt.
Na de koudebehandeling is nog geen bolgroei zichthaar.

»  Kweek de scheutjes vervolgens gedurende 10-12 weken bij hogere temperatuur (20-25°C) (§ 4.4.2).
Overzetten op vers medium na de koudebehandeling is niet nodig. Tijdens deze 12 weken zwelt de
basis van het scheutje ap en ontstaat een bolletje. Vaak verdroogt het oorspronkelijke scheutje en
vormt zich een bruin huidje om het bolletje.

«  Bewaar de bolletjes vodr uitplanten ongeveer 5 weken bij 20°C (droge bolletjes in Petrischaal, niet
dichtgetapet).

3.4.1 ‘Feeder’-weefsel

Yoor goede bolvorming is aanwezigheid van 'feeder-weefsel’ (een stukje van het weefsel waaruit het
scheutje is ontstaan) zeer belangrijk. Geheel losgesneden scheutjes vormen veel minder vaak een bolletje
dan scheutjes die nog vastzitten aan een stukje van het stengelpiakje of die gekweekt worden met wat
aanhangend weefsel it de doorvermeerdering (§ 4.4.3).
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Bij de scheutjes die ontstonden na doorvermeerdering, deed zich hetzelfde probleem voor als bij scheutjes
die direct op stengelplakjes ontstonden, dat wil zeggen dat veel scheutjes uit de doorvermeerdering geen
bolletje vormden. Het percentage bolvorming na doorvermeerdering kon onder standaardcondities sterk
variéren, maar was over het algemeen wat hoger dan het percentage bolvorming in de scheutjes die direct
op de stengelplakjes ontstonden.

3.5 Groei en bloei

= De weefselkweekbolletjes zijn in rust en moeten voor snelle en uniforme opkomst een
koudebehandeling krijgen van 10 weken bij 5°C.

» Voldoende grote bolletjes {ca.>200 mg) worden, als ze in het goede seizoen beschikbaar zijn, direct in
de gaaskas geplant. Ze krijgen dan een natuurlijke koudebehandeling tijdens de winter. Kleinere
bolletjes (vanaf 50 mg} kunnen het best opgeplant worden in {ruime) potjes of bakjes. Voor een
koudebehandeling werden de bakjes 10 weken in een koude cel worden geplaatst. Daarna werden de
bakjes verplaatst naar een kweekcel of de gaaskas.

* In het hier gepresenteerde onderzoek werden bolletjes die werden opgekweekt in een kweekcel,
geplant in houten kisties met potgrond, aangevuld met 1,5 kg PGMix per 1 m® grond. Condities in de
kweekcel waren 17°C en 16 uur licht per dag.

Uitplantingen in het veld of de gaaskas gaven over het algemeen betere groei dan in een klimaatcel (§
451}

Weefselkweekbollen van Gander groeiden beter dan een vergelijkbare partij conventioneel vermeerderde
bollen (§ 4.5.2).
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4  Opmerkingen bij het protocol voor initiatie en
vermeerdering op vast medium

4.1 Behandeling uitgangsmateriaal

4.1.1 Invioed bolbewaring op scheutvorming

De regeneratiecapaciteit van de bloemstengelexplantaten was goed in de maanden december, januari en
februari. V&dr half november is de bloemstengel te kort om te gebruiken voor inzettingen. De meeste
experimenten zijn ingezet van december tot februari met bollen bewaard bij -2°C. De regeneratiecapaciteit
liep in februari terug voor enkele cultivars, terwijl deze voor andere hetzelfde bleef. Bij 'Gander’ en 'Lucky
Strike' werd geen teruggang gevonden. IJstulpen van 'Gander’ zijn tot juli gebruikt en de regeneratie van
scheutjes was steeds goed. Wel gaven lang bewaarde bollen een hoger percentage besmettingen na inzet.
Bij ‘Apeldoorn’, ‘Leen van der Mark', 'Lustige Witwe' en 'Monte Carlo' had bewaring wel een negatief effect:
de regeneratiecapaciteit van de bloemstengelexplantaten was het best in de maanden december en januari,
maar werd minder in februari. Er ontstonden dan 10-50% minder scheuten die slecht reageerden bij
doarvermeerdering of bolvorming.

Bollen van ‘Gander’ zijn ock bi) 5°C bewaard in plaats van bij -2°C. De regeneratie op stengelplakjes van
bollen die tot januari bij 5°C waren bewaard was erg slecht vergeleken met die van bollen die vanaf begin
december ingevroren waren.

Er was geen groot jaareffect op de regeneratie. Wel waren er van jaar tot jaar grote verschilien in het
besmettingspercentage.

4.2 |nitiatie

4.2.1 Polair of apolair enten

De invloed van de oriéntatie van de plakjes was afhankelijk van de cultivar, Bij gebruik van het auxine 2,4-D
leek apolair enten over het algemeen een betere reactie te geven. Bij de cultivar Gander zijn de twee
manieren van enten vergeleken en waren er geen verschillen tussen polair of apolair enten. Bij polair geénte
plakjes ontstonden scheutjes voornamelijk aan de randen. Bij apolair geénte plakjes ontstonden scheutjes
ook uit het midden,

422 Temperatuur

Stengelplakjes van 'Gander' gaven de beste regeneratie na kweek bij 20°C. Regeneratie bij 15°C was
redelijk. Bij 10 en 25°C werden wel normale aantallen scheutjes gevormd, maar die waren van slechte
kwaliteit: het percentage bolverming was zeer laag.

4.2.3 Licht

Initiatie van scheutjes ging beter in het donker dan in het licht (16 uur per dag).

Als explantaten met scheutjes, na een aantal weken in het donker, in het licht werden gezet, was het aantal
gevormde scheuten meestal groter dan bij kweek continu in het donker. Alleen bij ‘Lucky Strike' en 'Monte
Carlo' werden in het licht resp. minder en hetzelfde aantal scheuten gevormd. Scheuten die in het licht
hadden gestaan gaven echter een lagere vermeerderingsfactor (§ 4.3.2).

424 Verloop van de scheutvorming

4241 Regeneratiegradiént

Er is een regeneratiegradiént in de stengel. Deze gradiént verschilt echter per cultivar. Bij 'Gander’ was de
regeneratie het best op de plakjes gesneden rondom de knopen; plakjes uit de onderkant van het stengeltje
regenereerden slecht. Bij ‘Apeldoorn’ was de knopvorming beter op plakjes uit de enderkant van de stengel.
De hoeveelheid scheutjes gevormd per stengel van '‘Gander’ varieerde nogal: gemiddeld werden er 50
structuren (bladachtige structuren en scheutjes) per stengeitje gevormd, maar het aantal varieerde van 0
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tot 125. Het was niet duidelijk waarom sommige stengels het goed deden en andere niet; op het oog waren
er bij inzetten geen verschillen te zien.

4.2.4.2 Verloop van de scheutvorming

Niet alle scheutjes ontstonden gelijktijdig; tijdens de kweekperiode werden steeds nieuwe scheutjes
gevarmd. Snelheid en duur van scheutvorming waren per cultivar zeer verschillend.

Stengelplakjes van verschillende cultivars werden eerst drie weken gekweekt op medium met 2,4-D en
vervolgens overgezet op vers medium zonder 2,4-D (proef beschreven in tabel 3). Scheutjes van 1 cm of
groter werden elke 4-5 weken van de stengelplakjes afgesneden voor doorvermeerdering. De proef duurde
in totaal 35 weken.

Bij de snel reagerende cultivars Gander en Leen van der Mark konden de eerste scheuten ca. 60 dagen na
initiatie gebruikt worden voor de doorvermeerdering, ‘Apeldoorn’ en ‘Lucky Strike' ca. 3 weken later en
‘Lustige Witwe' en 'Monte Carlo' weer 2 weken later. Voor ‘Apeldoorn’ en 'Gander’ werd ca. 90% van de
scheuten in de opvolgende 15 weken geoogst. "Leen van der Mark' en 'Lustige Witwe' bereikten dit
percentage na ongeveer 25 weken. Daarna nam het aantal nieuw gevormde scheuten snel af en werd er
gestopt met oogsten. Bij 'Lucky Strike' ontstonden nog steeds nieuwe scheuten na ca. 32 weken, maar het
aantal nieuwe scheuten per overzetting nam wel af. Bij 'Monte Carlo' regenereerden nog steeds nieuwe
scheuten na 35 weken. Er is niet getest hoelang 'Monte Carlo' na 35 weken nog doorging met nieuwe
scheuten vormen.

Een langere eerste fase lijkt een goede mogelijkheid voor langzaam reagerende cultivars.

De kwaliteit van de scheutjes was zeer verschillend per cultivar. ‘Apeidoorn’, ‘Gander' en 'Monte Carlo'
gaven scheutjes van een redelijke dikte. Bij 'Leen van der Mark' waren de scheutjes dunner en trad
veelvuldig glazigheid op. ‘Lucky Strike' en 'Lustige Witwe' gaven meestal zeer dunne scheuten, die soms
ook nog glazig waren. Dunne en/of glazige scheuten gaven slechte{re) resultaten in de doorvermeerdering
en bolvorming.

Uitgroei van de scheuten op medium met NAA en 2iP of zeatine gaf geen betere scheutkwaliteit. Een
hogere agarconcentratie verminderde de glazigheid niet, maar remde scheutvorming {'Leen van der Mark').
Een lagere cytokinineconcentratie {0,2 uM BA in plaats van 0,5 uM) of toevoeging van 0,2 uM 2,4-D aan het
uitgroeimedium gaven ook minder regeneratie en juist meer glazigheid. Halvering van de MS-zouten gaf iets
meer niet-glazige embryo's bij 'Lustige Witwe' en 'Apeldoorn’ en had geen negatief effect op de
scheutvorming.

4.2.5 Infecties

Endogene (in en tussen cellen aanwezige) besmettingen kunnen voor grote problemen zorgen, vooral omdat
deze infecties {meestal bacterieel) soms pas na enige overzettingen uit het weefsel komen. Aan de
buitenkant is niet te zien of een stengeltje inwendig besmet is; ook schone en gezond uitziende stengeltjes
kunnen inwendig besmet zijn. Langer ontsmetten in bleekwater heeft geen zin, omdat bleekwater niet tot
binnenin het weefsel doordringt,

4.25.1 Vroegtijdig ontdekken van infecties

Bacterigéle infecties konden vroegtijdig worden aangetoond door van elk bloemstengeltje dat ingezet werd,

het bovenste en het onderste plakje klein te snijden en dit plantmateriaal in verschillende bacteriemedia op

te kweken. Er werd gebruik gemaakt van een methode die bij SBW in Roelofarendsveen goede resultaten

gaf.

Het klein gesneden plantmateriaal werd op de volgende manieren opgekweekt:

1. in een 1,5 mi reactievaatje met ca. 0,75 ml 'rijk’ bacteriemedium (vloeibaar, bijlage 5)

2. ineen 1,5 mi reactievaatje met ca. 0,75 ml ‘arm' bacteriemedium (vioeibaar, bijlage 5)

3. in een lege petrischaal overgoten met 'bacterie-agarmedium (bijlage 5) om anaérobe bacterién aan te
tonen.

De buisjes werden gedurende 5 dagen gekweekt bij 20°C op een schudder (200 rpm). Daarna werd het

mengsel uitgeplaat op agarmedium met dezelfde samenstelling als het vioeibare medium.

Vaak waren er zoveel bacterién aanwezig in het plantmateriaal dat de buisjes na één of twee dagen

opensprongen. Qok was bacteriegroei vaak al na 5 dagen zichtbaar in de buisjes, zodat uitplaten niet meer

nodig was. Door uitplaten van op het cog schone mengsels konden nog een aantal extra besrettingen

worden aangetoond. Er werden nooit nieuwe besmettingen gevonden bij de test op anaérobe bacterién.

425.2 Verwijderen/onderdrukken van infecties.

a. Een warmwaterbehandeling van de stengeltjes (1 uur bij 40°C) v66r opsnijden in plakjes was over het
algemeen niet afdoende om inwendige besmettingen te verwijderen. [n een enkel geval verminderde een
warmwaterbehandeling het percentage besmette plakjes en werd een groter aantal scheutjes per plakje
gevormd. In andere gevallen steeg het aantal besmette plakies na een warmwaterbehandeling. Wellicht
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dat een warmwaterbehandeling het stengelweefsel enigszins verzwakt, waardoor inwendige
besmettingen die normaal niet naar buiten zouden komen, een kans kregen,

. Kweek op medium met antibictica was wel effectief in het onderdrukken van infecties {tabel 1}. Als

antibiotica werd een combinatie van vancomycine en cefotaxime gebruikt; beide in een concentratie van
100 mg/). De antibiotica moeten filtersteriel aan het medium worden toegediend en ze zijn lichtgevoelig,
zodat de media niet onnodig aan licht moeten worden blootgesteld.

Van 6 cultivars werden stengelplakjes op medium met of zonder antibiotica gekweekt. De plakjes
werden elke drie weken op vers medium met of zonder antibiotica gezet.

Tabel 1:
Het percentage met bacterién besmette bloemstengeiplakjes, onder invioed van antibiotica (100 mg/
cefotaxime en 100 mg/1 vancomycine) drie weken na inzet.

Cukivar Zonder antibiotica Met antibiotica
Gander 28 19
Apeldoorn 15 2
Leen van der Mark 22 0
Lucky Strike 4 4
Lustige Witwe 30 8
Monte Carlo 15 7

Bij alle geteste cultivars daalde het percentage besmettingen bij gebruik van antibiotica.
Schimmelinfecties die ook waargenomen werden, varieerden van 3 tot 15% per inzetting, waarbij geen
verschillen gevonden werden tussen de twee media.

Na 12 weken werd de helft van de plakjes op medium met antibiotica overgezet op medium zonder
antibiotica. Er werden bij deze plakjes niet meer ‘nieuwe’ infecties waargenomen dan dan bij de plakjes
die continu op medium zonder antibiotica waren gekweekt. Dit wijst erop dat de antibiotica besmettingen
verwijderden en niet alleen onderdrukten. De antibiotica hadden geen negatieve invioed op de
regeneratie,

. Kweek op medium met PPM{im} (Plant Preservation Mixture, Plant Ceil Technology Inc.; een mengsel van

onbekende samenstelling) was ook effectief tegen besmettingen. De werking van PPM berust op
remming van de citroenzuurcyctus. Het middel dringt niet of slecht deor in plantencellen, maar wel in de
bacteriecel.

In een experiment met "Gander' werd PPM op verschillende manieren toegepast. Er werden minimaal 50
explantaten per behandeling opgezet. De bloemstengelties werden gesteriliseerd zoals beschreven bij §
3.2.1 en op de voigende manieren behandeld:

1. Initiatiemedium B.1 (bijlage 4) zonder PPM.

2. Initiatiemedium B.1 met 5 ml PPM/1 gedurende 3 weken.

3. De bloemsteeltjes werden gedurende 12 uur gespoeld op een schudder {40 rpm; donker; 20°C) in
water met 1/4 MS en 10 ml PPMA; één steeltje per 50 ml. Hierna werden ze opgesneden in plakjes
en op initiatiemedium met PPM gezet.

Niet intacte bloemstengeltjes, maar plakies werden behandeld als onder 3.

Als controle werden plakjes overnacht geschud zoals beschreven onder 3. zonder PPM.

o e
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Tabel 2:
Het percentage met bacterién besmette plakjes bij gebruik van verschillende behandelingen met PPM(tm);
drie weken na inzet,

r"‘— T 0
Behandeling Bacteriale infectie (%) Regeneratie
1. kweek zonder PPM 34 Normaal
2. kweek met PPM 2 Normaal
3. bloeglsteeltjes spoelen in PPM, verder 4 Minder
als 2.
4. plakjes spoelen in PPM, verder als 2. ¢ S:pelg;ntaten dood
5. plakjes spoelen zonder PPM %g mg g xg::gm Normaal

De uitvalpercentages ten gevolge van schimmel en bacteriéle infecties werden gescoord na de
initiatieperiode van 3 weken. Vervolgens werden de plakjes op uitgroeimedium geplaatst met 2 mi/1 PPM als
ze van PPM-media kwamen. Na enkele overzettingen werd een deel van de PPMyplakjes aangesneden en op
regeneratiernedium zonder PPM overgezet om te controleren of onderdrukte infecties terug zouden komen.
Daarnaast werd de regeneratiecapaciteit bepaald.

Kweek op medium met PPM onderdrukte/verwijderde de bacteriéle infecties beter dan antibiotica (tabel 2).
Spoelen in PPM remde de scheutvarming echter en dit effect was het sterkst als gesneden plakjes werden
gespoeld. Dit werd waarschijnlijk veroorzaakt doordat veel wondvlak in contact kwam met PPM. Er is niet
geregistreerd of verminderde regeneratie bij gespoelde bloemstengelties veroorzaakt werd door
verminderde regeneratie op de plakjes gesneden van de uiteinden van de bloemstengeltjes.

Na 12 weken werden plakjes it behandeling 2 en 3 overgezet op medium zonder PPM. Het percentage
besmettingen liep in 6 weken op tot maximaal 12%.

4.2.6 Groeiregulatoren

4.26.1 Pulsen met het auxine 2,4-D

2,4-D is het meest toegepaste auxine voor embryo-inductie. In veel protocollen wordt begonnen met een
hoge concentratie 2,4-D om embryogenese te induceren waarna uitgroei van de embryo's plaatsvindt op
medium zonder of met een lage concentratie 2,4-D. Bij tulp bleek continue kweek op medium met 5 of 50
uM 2,4-D de uitgroei van de scheutjes te remmen,

Stengelplakjes werden gedurende 1 tot 3 weken op media met verschillende 2,4-D-concentraties
opgekweekt (initiatiemedium B.1, bijlage 4) en daarna overgezet op medium zonder 2,4D (uitgroeimedium
B.2, bijlage 4). Er werden ook extremere 2,4-D-concentraties getest. Scheutvorming op stengelplakjes die
gedurende één uur, 24 uur of 1 week op mediurn met 250 uM 2,4-D of gedurende een aantal weken op
medium met minder 2,4-D (50 uM) werd vergeleken.

De korte pulsen (24 uur} met 2,4-D gaven minder goede resultaten bij initiatie en daaropvoigende
bolvorming dan de langere pulsen.

De beste concentratie en duur van de behandeling staan per cultivar vermeld in tabel 3.
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Tabel 3:
Initiatie van scheuten op medium met verschillende 2,4-D concentraties en bolvormingspercentages van de
gevaormde scheuten.

Inductiebehandeling Aantal scheuten Percentage
Cultivar weken op Visuele beoordeling 5 bolverming
2,4'D 2,4'D (HM) per bol } 1° fase * *’
Apeldgorn 3 5 soms glazig 95 (30-125) 26
Gander 3 ] deel fasciatie 60 (3080 8
Lucky Strike 3 5 erg dun 28 (12-48) 22
1 5 . 31 (2040)
Leen van der Mark 3 5 veel glazig 33 (1050) 25
Lustige Witwe 2 50 iel 54  (20-75} 10
2 50 : 15 {837
Monte Carlo 3 50 deel glazig 23 (940) 35

*}  Gemiddeld aantal scheuten per bol, waarbij alle bollen meegenomen zijn, onafhankelijk van inzetdatum of uitgroei in licht of
donker. De aantallen tussen haakjes geven de uiterste getallen die gevonden werden per bol bij die inductiebehandelingen. Per
bol werden ongeveer 10 stengelplakjes gesneden.

**)  Percentages zijn gebaseerd op kleine aantallen scheuten (20-45).

4.2.6.2 Methyljasmonaat (Me-JA) en jasmonzuur {JA).

Algemeen

Me-JA en JA hadden een zeer positief effect op het aantal bolletjes dat per stengelplakje gevormd werd. Met
Me-JA steeg het percentage van de scheuten dat een bolletje vormde van 5-10% naar 60-95% en met JA
naar ongeveer 45%. Hoewel Me-JA betere resultaten gaf, heeft gebruik van JA de voorkeur, omdat
toediening van Me-JA erg bewerkelijk is (zie toediening Me-Ja in deze §). De optimale concentratie verschilt
per cultivar; orde van grootte is 3-10 uM JA. Voor 'Gander’ was 10 uM JA optimaal. Mét Me-JA en JA werden
minder scheutjes per explantaat gevormd dan zonder. Het percentage van de scheutjes dat vervolgens een
bolletje vormde, was echter zo veel hoger met Me-JA/JA, dat er uiteindelijk veel meer bolletjes werden
verkregen (tabel 4).

Tabel 4:
Het aantal scheutjes per stengelplakje, het percentage balvorming en het gemiddelde versgewicht per
bolletje onder invloed van JA.

. Gemiddelde
Aantal scheutjes/ Percentage scheutjes
JA (kM) stengelplakje dat een bolletjs vormt “br:'f:;;ﬁ pller

0 9508 5.2 353.1+67.3
0.1 9.4:09 5.5 369.0 = 65.7
1 10.2+0.7 18.1 222.1 +15.5

3 68=0.7 22.9 389.2+27.2

10 59=:0.7 37.2 258.9=+19.1
30 57=+1 43.6 1426137
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Toediening van Me-JA

Methyljasmonaat is een vluchtige vioeistof, wat toediening omslachtig maakt. Op een filtreerpapiertje dat in
de bovenkant van een buis was gerold werd een druppel oplossing met een bepaalde concentratie Me-JA
gebracht. De buizen werden dichtgetapet opdat het Me-JA dat verviuchtigde in de buis zou blijven.
Jasmonzuur (JA} kan gewoon voodr autoclaveren toegevoegd worden aan het medium.

Uitgroei van zeer kleine scheutjes tot een bolletje
Hoewel niet makkelijk te zien is welke scheut uiteindelijk een bolletje heeft gevormd en welke niet, bleek dat

met Me-JA/JA ook zeer kleine scheutjes uit konden groeien tot bolletjes. Verder was het aantal bolletjes
soms groter dan het aantal grote scheutjes (>1cm) dat naar bolvormingsmedium was gegaan. Dat betekent
dat zeer kleine scheutjes of nog niet uitgegroeide groeipunten ook kunnen uitgroeien tot een bolletje. Hoe
de aanwezigheid en hoeveelheid van “feeder-weefsel” een rol speelt, is nog niet duidelijk.

Hergebruik van het explantaat na kweek op Me-JA

Als na 12 weken regeneratie de scheutjes van een stengelplakje werden afgesneden en het oorspronkelijke
plakie weer op vers medium werd gezet, ontstonden opnieuw scheutjes op het plakje. Deze tweede
scheutvorming verliep veel beter als de plakjes in de eerste fase met Me-JA waren opgekweekt (kweek in de
tweede 12 weken was op standaardmedium). Zonder toevoeging van Me-JA in de eerste fase, was de
scheutvorming in de tweede fase minimaal. Een hogere concentratie Me-JA in de eerste fase gaf meer
scheutvorming in de tweede fase. Verder was de kwaliteit van deze scheuten hoger (het
bolvormingspercentage van de tweedefase-scheuten steeg met de concentratie Me-JA in de eerste fase).
Tot slot was ook de vermeerderingsfactor van de tweede-fase-scheuten hoger dan die van de eerste-fase-
scheuten. Een samenvatting geeft tabel 5.

Tabel 5:

Scheutvorming in de tweede 12 weken onder invioed van Me-JA in de eerste 12 weken. Na 12 weken op
medium met Me-Ja werden de scheuten van het explantaat gesneden en werden de explantaten nogmaals
12 weken op standaard medium (zonder Me-JA) ocpgekweekt, De scheuten die in de tweede 12 weken
ontstonden werden ofwel direct op bolvormingsmedium gezet ofwel gebruikt voor doorvermeerdering met
daarna bolvorming.

Me-JA {ppm) Aantal scheuten/ stengelplakje | Directe bolvorming:
in de gerste 12 in de tweede 12 weken % bolvorming van DOORVERMEERDERING
weken S.%‘e”t%" gevor(rjndl 2 Vermeerdeningsfactor | % bolvorming van
ty E”S € tweede van scheuten gevormd | doorvermeerderde
weken tiidens de tweede 12 scheuten
weken
0 2,104 16,0
25 34+04 349 5,6 33
83 49:04 37,9 4,1 34
250 72:08 41,7 4,2 23

Interactie tussen Me-JA en auxines

Er werden aanwijzingen gevonden dat het effect van Me-JA afhangt van het type auxine dat gebruikt wordt.
Me-JA bevorderde de bolvorming sterker met toenemende concentratie 2,4-D (1, 3, 10 en 30 pM) dan met
toenemende concentratie NAA (zelfde concentraties).

4263 Cytokinines

Voor scheutvorming bleek een cytokinine essentieel. De cytokinines BA en kinetine (5 of 15 nM) gaven bij
‘Gander’ de minst goede resultaten: minder reactieve stengelplakjes en erg lage bolvormingspercentages
van de gevormde scheutjes (0-2,5%). Zeatine en 2i-P werkten vergelijkbaar en beter. Er werden 10-15
scheutjes per plakje gevormd en het bolvormingspercentage was 10-15%. 15 uM Zeatine of 2i-P gaf betere
resultaten dan 5 uM.

Voor 'Apeldoorn’ kon wel BA worden gebruikt; er zijn geen andere cytokinines getest voor deze cultivar. De
twee geteste concentraties van 0,5 en 5 uM bij 'Apeldoorn’ bleken geen grote verschillen in respons te
geven, De lage concentratie is standaard gebruikt.

4264 Paclobutrazol '
Paclobutrazol {een remmer van de gibberelline-synthese) verhoogde het percentage bolvorming bij '‘Gander’
van 6% in de controle tot 40% met 9 mg/1 paclobutrazol. Ook bij ‘Apeldoorn’ en 'Lucky Strike' bevorderde
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paclobutrazol de bolvorming, waarbij vooral het effect bij 'Lucky Strike' erg groot was {van 20 naar 67%;
eenmalig uitgevoerde proef). Met deze groeiregulator werden geen scheutjes maar direct bolletjes gevormd
ap de stengelplakjes. De doorvermeerderingscapaciteit van deze bolietjes was echter minimaal.

4265 STS
STS (zilverthiosuifaat, een remmer van de werking van ethyleen), had een klein maar herhaalbaar positief
effect. Met 0,1 uM STS steeg het percentage bolvorming van 3 naar 10% (cultivar Gander).

4.2.7 Mineralen

Bij de cultivar Apeldoorn zijn diverse minerale samenstellingen van het medium getest. Stengelpiakjes

werden eerst drie weken op medium met 5 uM 2,4-D gekweekt en daarna overgezet op medium met 0,5

uM BA. De volgende media zijn getest:
MS volledige sterkte.

« MS 1/2-sterkte.

*  MSM : MSmedium volgens een formulering van Maliga et al., Nature (1975)255: 401-402. MS-medium
waarbij de gehaltes aan KNO;, NH,NO; en MgS0, tot 1/5 ziin teruggebracht en de PO,? verhoogd is
met een factor 5.

*  MS-P: MSmedium waarin de PO,® verhoogd is tot 5,25 mM.

*  MSNP: MSmedium waarin de PO,® verhoogd is tot 5,25 mM, en de NOs /NH,* -verhouding
verschoven is naar 3,8 in plaats van 1,9,

+  MSG: MSmedium volgens Guylai et at., 1992. Een medium met ijzer en micro-elementen volgens MS
mi‘aﬂar een andere macroformulering: 11,9 mM NH,NG;, 8,5mM KH,PO,, 1,5 mM MgSQ,, CaCl, 0,6
mM.

Hoewel MS-M en MS-P tijdens de initiatiefase betere resultaten leken te geven, bleef van dat effect in de
uitgroei en bolvorming niets over. MS-G en 1,/2 MS gaven slechtere resultaten dan de
standaardbehandeling. De resultaten van deze proeven gaven geen aanleiding om de
mineralensamenstelling (normale sterkte MS-zouten) van het medium te wijzigen.

42.8 Suikers

Omdat tulpenboilen naast zetmeel ook fructanen {fructose-polymeren} bevatten als reservesuiker, is het
effect van fructose op de scheutvorming bekeken. Omdat bij lelie mannose de regeneratie positief
beinvioedde, is ook het effect van mannose bekeken.

Eenzelfde molariteit van de verschillende suikers werd vergeleken (vergelijkbaar met 3% sucrose).
Scheutvorming verschilde niet met fructose of sucrose. De vermeerderingsfactor van op fructose
geinduceerde scheuten was dezelfde als die van sucrosescheuten. Mannose had een negatief effect op de
scheutvorming: veel minder plakjes regenereerden scheuten en het aantal scheutjes per plakje was erg
laag. De scheutjes waren te klein om te gebruiken voor doorvermeerdering.

429 Overige factoren

Floroglucinol {remt de afbraak van auxines) had geen stimulerend effect op de scheutvorming. Initiatie in
vloeibaar medium in plaats van op agarmedium gaf nauwelijks scheutvorming en wel veel problemen met
infecties.
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4.3 Doorvermeerdering

4.3.1 Scheutjes in plakjes of overlangs doorsnijden

De scheuten die op de stengelplakjes ontstaan kunnen worden doorvermeerderd door ze in plakjes of
overlangs doormidden te snijden. Hoewel er geen duidelijke verschillen in vermeerderingsfactoren werden
gevonden tussen beide snijwijzen, hebben we gekozen voor opsnijden in plakjes vanwege de praktisch
betere uitvoerbaarheid. Overlangs doorsnijden van scheuten is lastiger en alleen dikkere scheuten kunnen
gebruikt worden. Een voordeel van overlangs doorsnijden zou een grotere kans op axillaire nieuwvorming
van scheuten zijn en dus kans op minder afwijkingen. Bij opsnijden in plakjes ontstaan de nieuwe scheutjes
(vrijwel allemnaal) adventief.

Bij ‘Gander’ werden geen eenduidige verschillen gevonden tussen polair of apotair ('op de kop') enten van de
plakjes. Bij ‘Apeldoorn’ werden de plakjes standaard apolair geént (§ 4.2.1).

De vermeerderingsfactor is steeds berekend als het aantal nieuwe scheuten dat gevormd was per
opgesneden scheutje. De kwaliteit van de scheutjes uit de doorvermeerdering is bepaald door ze een
bolvormingsbehandeling te geven.

4.3.2 Licht

Scheutjes die in het licht waren gekweekt vaér opsnijden, gaven een lagere vermeerderingsfactor dan
scheutjes uit het donker, bij vrijwel alle onderzochte cultivars. Alleen de onderste plakjes reageerden bij
deze groenkleurende scheuten. Het groene, verder gedifferentieerde weefsel was duidelijk minder reactief.
Bij de 'donker-scheuten’ trad regeneratie op over een groot deel van de scheut, hoewel er ook hier, net als
bij de initiatiefase, cultivarverschillen waren. ‘Gander' reageerde over bijna de hele scheut, terwijl de andere
cultivars gemiddeld meer reactie gaven in de onderste plakjes. Waarschijnlijk is het topweefsel verder
gedifferentieerd en minder regeneratief, zodat het niet meer te induceren is met de gebruikte concentratie
groeiregulatoren.

Voor veel gewassen gaat initiatie in het donker beter dan in het licht. Opvallend was dat voor 'Lustige Witwe'
in verschillende proeven hogere vermeerderingsfactoren werden verkregen als de scheutjes na opsnijden in
het licht werden gekweekt (in het licht een vermeerderingsfactor van 3-4 en in het donker van 0,5-1,5}.
Bolvorming van ‘Lustige Witwe'-scheutjes was echter zeer slecht, onafhanketijk van het antstaan in het
donker of in het licht.

43.3 Groeiregulatoren

In principe was de samensteliing van de vermeerderingsmedia dezelfde als die van de initiatiemedia. Alleen
de 2,4-D-concentraties varieerden (bijlage 4).

Na opsnijden in plakjes werden de cultures elke 5-6 weken op vers medium gezet.

43.3.1 24D

Als het auxine 2,4-D werd gebruikt, werden de plakjes standaard eerst 1-3 weken op medium met 2,4D
gekweekt en daarna elke 5 weken op vers medium zonder 2,4-D overgezet. Na elke
doorvermeerderingscyclus volgde eerst een kweek van 1-3 weken op medium met 2,4-D om scheutvorming
te stimuleren.

28



Tabel 6:

Doorvermeerdering van scheuten gevormd op medium met 2,4-D en balvormingspercentages van scheuten
ontstaan in de doorvermeerdering.

Inductiebehandelin Aantal Percentage
cultivar tid {weken) [2,g4_D] (M) ?::;:Ir;:g:uég%ut ts)glhe.l.)uten per t;%l;orrnrging
Apeldoarn 1 5 6x 06 370 12
Gander 1 9% 1,1 480 12
Lucky Strike 1 5 5+ 1,0 100 ** 6
Leen van der Mark 1 5 5% 0,6 90 10
Lustige Witwe 3 5 6z 07 100 ** 5
Monte Carlo 3 5 12+ 15 240 ™ 27

*) dat deze getallen lager zijn dan op grond van de vermeerderingsfactor per scheut verwacht kan warden, moet toegeschreven
worden aan nietreagerende 1°fase scheuten en 2%fase-scheuten die te klein bleven en daarom niet tot holvorming zijn
overgegaan. In de tabel zijin alleen grotere scheuten opgenomen,

**) deze aantalien kunnen hoger worden als langer doorgegaan wordt met oogsten van 2°fase-scheuten van de 1° fase-scheuten-
explantaten

Er werden proeven uitgevoerd om de optimale concentratie en kweekduur op medium met 2,4-D te
bepalen. Omdat bij de doorvermeerdering uitgegaan wordt van ‘jonger' weefsel dat over het algemeen
makkelijker regenereert, werden lagere concentraties gekozen dan voor de kweek van stengelplakjes in de
eerste fase.

Alle zes cultivars werden getoetst. De beste behandelingen staan vermeld in tabel 6.

4.3.3.2 NAA en zeatine

De hier beschreven proeven zijn vitgevoerd met 'Gander’. Scheutjes werden doorvermeerderd op medium
met 0,5 of 1 of 5 uM NAA gecombineerd met 5, 15 of 20 uM zeatine (3x3 matrix}. De hoogste
vermeerderingsfactor werd verkregen op medium met 5 uM NAA, onafhankelijk van de zeatineconcentratie
(op medium met 5 uM NAA was de vermeerderingsfactor 3 en op medium met 0,5 uM NAA 1,5).

Voor de daaropvolgende bolvorming leek de zeatineconcentratie echter belangrijker dan de
auxineconcentratie: de meeste bolletjes werden verkregen op medium met 20 uM zeatine (12-24%
bolvorming; 5-10% met 5 of 15 uM zeatine),

Een hogere concentratie NAA, 10 uM in plaats van 5, gaf geen hogere vermeerderingsfactor. Het
percentage bolvorming daarna was hetzelfde of wat hoger dan dat met 5 uM NAA. Wel waren de bolletjes
die ontstonden na doorvermeerdering op 10 uM NAA kieiner. 30 M NAA was een te hoge concentratie en
remde de regeneratie in de doorvermeerdering.

4.3.3.3 Methyl-jasmonaat (Me-JA)

Omdat Me-JA zo positief werkt in de eerste fase, zijn diverse proeven gedaan om het effect van Me-JA
tijdens de doorvermeerdering te bekijken. Resultaten waren niet altijd eenduidig en de volgende conclusies
konden worden getrokken: scheuten die geinitieerd waren in aanwezigheid van Me-JA vermeerderden iets
beter dan scheuten gemitieerd zonder Me-JA. Aanwezigheid van Me-JA tijdens de doorvermeerdering had
geen of een licht negatief effect.

434 Conditionering van de scheutjes védr doorvermeerdering
434.1 Tussenkweek

Kweek van de scheutjes v66r opsnijden in vioeibaar medium gedurende een aantal weken {een
tussenkweek') bevorderde de doorvermeerdering,
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