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1. Probleemstelling

De productie van uitgangsmaterialen van veel beijeghoutige en boterbloemachtige
gewassen verloopt ronduit slecht. Problemen hieijp de onbestuurbare, grote
kwaliteitsverschillen en de te lage en te langzareeneerdering. Dit geldt niet alleen bij
stekken, zaaien of enten maar ook bij weefselkweekeerdering, waarbij tevens
bewortelings- en afhardproblemen bestaan. Indieeegr oplossing voor deze problemen
gevonden kan worden komt meer en sneller uitganigsiaal beschikbaar voor Nederlandse
opkweekbedrijven. Hierdoor komt een veel groterereldwijde miljoenenmarkt beschikbaar
voor Nederlandse teelt-, veredelings- en handetgbed die houtige c.q. boterbloemachtige
uitgangsmaterialen, half- en eindproducten verigard en verhandelen. Wanneer deze
problemen via weefselkweek opgelost kunnen worddret uitgangsmateriaal, naast meer en
sneller, ook nog eens uniformer en gezonder, kokwatitatief beter. Bijkomend voordeel is
de wereldwijd groeiende behoefte aan schone, zgjde uitgangsmaterialen vanuit
weefselkweek omdat hiermee voldaan kan worden @&astekds strengere hygiénische en
guarantaine-protocollen van veel landen. In dit jgub is onderzocht in hoeverre
weefselkweek een bijdrage kan leveren aan hetssepiovan de problemen met houtige en
boterbloemachtige gewassen.

2. Doelstelling

Het doel van het project was het ontwikkelen vamrfaelkweekwerkwijzen of -protocollen
voor vegetatieve vermeerdering van houtige en blolemachtige gewassen via
weefselkweek. Dit betrof gewassen die van wezetdijlgroot economisch belang zijn en die
met de huidige stand van de techniek nog niet afvedijks via weefselkweek vermeerderd
konden worden. Het project richtte zich op laanbom&erheesters, vruchtbomen en —
struiken en onderstammen en de boterbloemachtigaofikelachtige) plantengeslachten
zoals bijv. Helleborus en Pioenroos. Uiteindelig het onderzoek uitgevoerd met de
gewassen Anemone, Berberis, Clematis, Cotinus, mDgplDelphinium, Helleborus,
Hippophae, Hydrangea, Liquidambar, Mahonia, MaRegonia, Phyllostachys, Pseudopanax
en Rosa. Hierbij is getracht van ieder gewas tweeten in het onderzoek mee te nemen.

3. Teverwachten resultaten

Het streven was om voor ieder van de genoemde gewasen protocol te ontwikkelen
waarin de volgende fasen beschrijven worden.

a) Inzetmateriaal, voorbehandeling
b) Inzetwijze(n)
C) Vermeerderen

d) Bewortelen
e) Afharden
4, Voor gestelde plan van aanpak

Het project kent twee delen, te weten een weefsdkgedeelte en een opkweek- en
analysegedeelte. Het eerste deel is uitgevoerd 8B¥Y International BV, die zorg draagt
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voor het ontwikkelen van de weefselkweekprotocollen het produceren van de
weefselkweekplantjes. Het verder opkweken en asedysvan deze plantjes in de kas is
uitgevoerd door de deelnemende teelt- en veredddedyijven, hierbij ondersteund door
SBW International B.V.

In het project is een fasering aangebracht waainedschillende stappen gedefinieerd zijn.
Fase 1, inventarisatie van bestaande kennis, waarimoor de opgenomen houtige en
boterbloemachtige gewassen een literatuurstudeearoverige bronnen-inventarisatie wordt
uitgevoerd. Hierbij worden de huidige stand vantelghniek en specifieke knelpunten per
gewas geinventariseerd.

Fase 2, afstemming weefselkweekmedia op elemeat@essstelling van de plant, waarin er
elementenanalyses van diverse weefsels ivanivo plantmaterialen worden uitgevoerd,
waarna samenstellingen van weefselkweekmedia zo gmgelijk hierop afgestemd kunnen
worden.

Fase 3, hormonale en fysiologische sturing vannegeie en scheut- en wortelvorming in
vitro, waarin er onderzoek gedaan zal worden naaekde klassieke explantaten als top- en
axillaire meristemen, als via adventieve vormingn valantjes vanuit bijvoorbeeld
bloemonderdelen (via directe scheutvorming of eiaatische embryogenese).

Fase 4, productie van plantmaterialen met nieuwvikikelde weefselkweekprotocollen,
waarin op grond van fasen 1, 2 en 3 nieuwe weefsdkmedia en bijbehorende
fysiologische teeltcondities worden samengesteldrrike worden op experimentele schaal
weefselkweekplantjes geproduceerd, vervolgens afgelen daarna overgedragen aan de
deelnemende teelt- en veredelingsbedrijven.

Fase 5, verdere opkweek en analyse van weefselkplastmaterialen, waarin de afgeharde,
bewortelde weefselkweekplantjes bij de deelnemerdl- en veredelingsbedrijven verder
opgekweekt worden en vervolgens — inclusief coatmantmaterialen - geanalyseerd m.b.t.
hun groei, ontwikkeling, bloemvorming, productkweii, uniformiteit en eventuele naijlende
weefselkweekeffecten.

Fase 6, de kennisoverdracht, waarin er, naast sleertijdse rapportages gedurende de
projectduur, een eindverslag samengesteld wordteiDdverslag omvat de projectresultaten
op vertrouwelijke basis, welke beschikbaar komerorvale deelnemende teelt- en
veredelingsbedrijven alsmede het Productschap duiwbDe brede kennisoverdracht aan de
complete sectoren Fruitgewassen, Vruchtboomkwel@opmkwekerij en Sierteeltgewassen
vindt pas plaats één jaar na afsluiten van heeptoj

5. Resultaten

Het streven was om voor ieder van de genoemde gewasen protocol te ontwikkelen dat
het gehele weefselkweekproces, inclusief de afaaedbeschrijft. Voor veel van de gewassen
is deze opzet geslaagd. Voor een deel is het milechts gedeeltelijk rond. Per gewas
volgt hier de beschrijving van het protocol, wapdsibij de gewassen waarvan het protocol
onvolledig is deze fasen met “(voorlopig)” aangedaijn. Het gewas Pseudopanax is niet
opgenomen als protocol aangezien hier naast déaseegeen onderzoek gedaan is wegens
het uitvallen van het materiaal gedurende de iageten omdat er geen nieuw materiaal voor
inzet beschikbaar was.
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5.1. Protocol Anemone

a) Voorfase
Als uitgangsmateriaal wordt zaad gebruikt wat igtkust is.

b) Inzet

1. Ontsmettingsprocedure
De zaden worden gesteriliseerd door ze achtereggnv®[l0 seconden te dompelen in 80
% (v/v) ethanol-oplossing, gevolgd door 15 minufefo (w/v) natriumhypochloriet-
oplossing met 1 druppel Tween 20 per liter. Natddlisatie wordt er 3 keer gespoeld
met steriel water gedurende 1, 5 en 15 minuten.

2. Explantaten
De zaden worden op het medium geplaatst.
Als medium wordt Murashige en Skoog 1962, ofwel M&dium, gebruikt met de
helft van de gebruikelijke ammoniumnitraat concatidy; per liter aangevuld met 30
gram saccharose en 6 gram agar. Voor de inzet wagldzen buizen (2,5 x 15 cm.)
met 15 ml medium gebruikt. Per buis wordt één exalat op het medium geént. Het
materiaal wordt gekweekt gedurende 8 weken bij 1&3@2 uur TL licht, 3R.E/s/nf
per dag, kleur 33.

c) Vermeerdering

1. Eerstefase vermeerdering
Uit de inzetfase ontstaat een plant van 2 tot Gr@haan de basis 1 of meerdere kleine
scheuten. De scheutjes worden visueel op besmegtiogntroleerd, gevolgd door een
toets op de aanwezigheid van latente bacteriérrbwaader scheutje individueel getest
wordt. Alleen de scheuten die vrij zijn van baderiworden voor het vervolg in
weefselkweek gebruikt.

2. Vermeerdering
Het vermeerderingsmateriaal bestaat uit een clumare 4 tot 6 cm lang met een
hoofdscheut en verschillende kleinere scheuten’¢fd en 2) met wat bruin callus en
veel uitscheiding aan het wondvlak. Deze wordeded in 1 grote scheut met 1 4 2
kleine scheuten. Bladeren worden ingekort tot 2 ementueel aanwezig callus taps
wegshijden maar de rand met ogen laten zitten.
Als medium wordt MS-medium gebruikt, per liter aamgld met 20 gram saccharose, 10
gram glucose, 2,0 mg BAP, 0,8 mg &#n 5,5 gram agar. In de vermeerdering worden
grotere kweekeenheden als glazen pot of plastisjel@moet 100 ml medium gebruikt. Per
container worden 16 explantaten op het medium gédeit materiaal wordt gekweekt
gedurende 8 weken bij 15°C en 12 uur TL lichtu8%s/m2 per dag, kleur 33.

d) Beworteling (voorlopig)
Het vermeerderingsmateriaal, dat bestaat uit cluwdn 4 tot 6 cm lang met een
hoofdscheut en verschillende kleinere scheutermwaebruin callus en uitscheiding aan
het wondvlak, wordt tot enkele scheuten gesnedaarlw te lang blad wordt ingekort.
Eventueel aanwezig callus wordt verwijderd waatbijpasis taps gesneden wordt in een
v-vorm.
Als medium wordt DKW/Juglans-medium gebruikt, fiser aangevuld met 20 gram
saccharose, 1,0 mg IBA en 9 gram agar. Voor de telwgg worden grotere
eenheden als glazen pot of plastic doosje met lQ@edium gebruikt. Per container
worden 16 explantaten op het medium geént. Hetrraatevordt gekweekt gedurende
4 tot 6 weken bij 15°C en 12 uur TL licht, 8&/s/nf per dag, kleur 33.
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e) Afharden
Onderzoek aan deze fase is gedurende de projectdtgevoerd, echter nooit
geslaagd omdat de kwaliteit van de planten en éeblielingspercentage te wensen
over liet.

Foto 1. Vermeerdering Anemone in container. FotGlamb Anemone voor snijden.

Foto 3. Beworteling Anemone. Foto 4. Beworteltfen Anemone.
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5.2.  Protocol Berberis

a) Voorfase
Als uitgangsmateriaal dienen goed groeiende, jeobeuten van ongeveer 30 cm. Onder
normale omstandigheden is dit het voorjaar/zomérk&n vervroegd worden door de
planten in een kas voor te trekken. Verder diehttateriaal gezond te zijn. De selectie
van goed uitgangsmateriaal is bepalend voor hefeslaran weefselkweek en het
soortecht terugkomen van het materiaal.

b) Inzet

1. Voorbereiding

De jonge scheuten worden in oogstekken van ong@ve8rcm gesneden. Hierbij wordt
rekening gehouden met ongeveer 1 - 1,5 cm extrgeait®nder en boven de ogen. Het
blad wordt verwijderd tot de bladstelen.

. Ontsmettingsprocedure

Indien het materiaal vuil is worden de stekjes ondEomend water gespoeld.
Vervolgens worden ze gesteriliseerd door ze achiterdgens 10 seconden te dompelen
in 80 % (viv) ethanol-oplossing, gevolgd door 30 nuen 1 % (w/v)
natriumhypochloriet-oplossing met 1 druppel Twe8rp2r liter. Na de sterilisatie wordt
er 3 keer gespoeld met steriel water gedurendend, 1% minuten.

. Explantaten

De gesteriliseerde oogstekken worden tot enkeds @gsneden. Onder het oog moet
er een stukje steel blijven zitten van + 0,5 cmleAdoor chloor aangetaste delen
worden weggesneden.

Als medium wordt DKW/Juglans-medium gebruikt, iger aangevuld met 30 gram
saccharose, 0,01 mg TDZ en 8 gram agar. Voor d# imarden glazen buizen (2,5 x
15 cm.) met 15 ml medium gebruikt. Per buis worel explantaat op het medium
geént, waarbij het oog boven het medium blijft. Hheateriaal wordt gekweekt
gedurende 8 weken bij 23°C en 14 uur TL lichtu®3s/nf per dag, kleur 33.

c) Vermeerdering

1. Eerstefasevermeerdering

Uit de inzetfase ontstaan scheutjes van 1 tot h5lasig met diverse bladeren en
eventueel wat uitscheiding aan de basis. De gamelagrde scheutjes worden visueel op
besmetting gecontroleerd, gevolgd door een toetsd®paanwezigheid van latente

bacterién, waarbij ieder scheutje individueel gatesdt. Alleen de scheuten die vrij van

bacterién zijn worden voor het vervolg in weefsakel gebruikt.

. Vermeerdering

Het vermeerderingsmateriaal bestaat uit clumbjesstheutjes van 1 tot 1,5 cm lang
met diverse bladeren, vaak zijscheuten aan de ifiagss 5 en 6), eventueel wat
callus en uitscheiding aan het wondvlak. De schmeuterden enkel gesneden en bij
voldoende scheutlengte (> 2 cm) in top- en tuss&keh gesneden, waarbij er onder
het gesneden oog een stukje stengel aanwezig BNjéintueel aanwezig callus wordt
verwijderd.

Als medium wordt McCrown Woody Plant Medium, ofMgPM-medium, gebruikt, per
liter aangevuld met 30 gram saccharose, 2,0 mg EBAP5 gram agar. In de
vermeerdering worden grotere kweekeenheden alsrglaat of plastic doosje met 100
ml medium gebruikt. Per container worden 16 clumlgp het medium geént, waarbij
het oog boven het medium blijft. Het materiaal viaggedurende 6 weken gekweekt bij
23°C en 14 uur TL licht, 3pE/s/nf per dag, kleur 33.
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d) Beworteling (voorlopig)
Het vermeerderingsmateriaal, dat bestaat uit cjesnban 1 tot 1,5 cm lang met
diverse bladeren, vaak zijscheuten aan de basatrallus en uitscheiding aan het
wondvlak, wordt enkel gesneden. Eventueel aanweatigs wordt verwijderd.
Als medium wordt WPM-medium op halve sterkte gektruper liter aangevuld met
25 gram saccharose, 0,3 mg IBA en 7 gram agagdait een bewortelingspercentage
tussen de 30 en 60%. Voor de beworteling wordeteggaeenheden als glazen pot of
plastic doosje met 100 ml medium gebruikt. Per @iorer worden 16 explantaten op
het medium geént waarbij het oog boven het medilijft. BHet materiaal wordt
gekweekt gedurende 8 weken bij 19°C en 12 uur @hti35pE/s/nf per dag, kleur
33.

e) Afharden

Het bewortelde materiaal bestaat uit een scheatjeongeveer 1,5 cm met verspreid
staande bladeren, diverse gele wortels en wathgitding aan de basis. De plantjes
worden in het laboratorium of in de kas voorzichtighet medium gehaald. Eventuele
mediumresten worden verwijderd waarna het wordepfant op een 104-gaats tray in
een mix van turf en perlite. De trays worden betigchen onder tunnels geplaatst.
Het materiaal wordt de eerste twee weken onder hmipvochtigheid aangezet tot de
vorming van nieuwe wortels en de eerste uitgroei da scheut. Na de eerste weken
wordt gestart met luchten waarmee de plantjes weana de lagere luchtvochtigheid.
Na 6 weken is het materiaal voldoende uitgegro@idsgreken we van een semi-
afgehard plantje dat uitgeleverd kan worden (fQto 7
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Foto 5. Vermeerdering Berberis in container. FotGleémbs Berberis voor snijden.

s e, \

T

Foto 7.farn eris.
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5.3. Protocol Clematis

a) Voorfase
Als uitgangsmateriaal dienen goed groeiende, jomsgbeuten. Onder normale
omstandigheden is dit het voorjaar/zomer. Dit karvroegd worden door de planten in
een kas voor te trekken. Van belang voor een gsiagievan de cultuur is het nemen van
materiaal met enkelvoudig blad; juveniel materig@tder dient het materiaal gezond te
zijn. De selectie van goed uitgangsmateriaal isalegpl voor het slagen van
weefselkweek en het soortecht terugkomen van hietrizal.

b) Inzet

1. Voorbereiding

De jonge scheuten worden in oogstekken van onge/@en gesneden. Hierbij wordt
rekening gehouden met ongeveer 1 - 1,5 cm extrgat@nder en boven de ogen. Het
blad wordt verwijderd en de bladstelen worden tofLl;6b cm ingekort.

. Ontsmettingsprocedure

Indien het materiaal vuil is worden de stekjes ondE#omend water gespoeld.
Vervolgens worden ze gesteriliseerd door ze adhtemdgens 10 seconden te dompelen
in 80 % (viv) ethanol-oplossing, gevolgd door 30 nuten 1 % (w/v)
natriumhypochloriet-oplossing met 1 druppel Twe8rpgr liter. Na de sterilisatie wordt
er 3 keer gespoeld met steriel water gedurendei 1% minuten.

. Explantaten

De gesteriliseerde oogstekken worden tot enkedm @gsneden. Onder het oog moet
er een stukje steel blijven zitten van = 0,5 cmleAdoor chloor aangetaste delen
worden weggesneden.

Omdat er verschillende typen Clematis bestaan evordij de inzet twee
voedingsmedia gebruikt, te weten Murashige en SK@&P, ofwel MS-medium, per
liter aangevuld met 30 gram saccharose, 0,1 mg BAP 6 gram agar, en
DKW/Juglans-medium, per liter aangevuld met 30 geatcharose, 0,01 mg TDZ en
8 gram agar. Voor de inzet worden glazen buizeh X215 cm.) met 15 ml medium
gebruikt. Per buis wordt een explantaat op het omedieént, waarbij het oog boven
het medium blijft. Het materiaal wordt gekweekt gezhde 6 weken bij 23°C en 14
uur TL licht, 35uE/s/nf per dag, kleur 33.

c) Vermeerdering

1. Eerstefasevermeerdering

Uit de inzetfase ontstaan scheutjes van 3 tot Gacgp met diverse bladeren. De goed
groeiende scheutjes worden visueel op besmettiogng®leerd, gevolgd door een toets
op de aanwezigheid van latente bacterién, waadsrischeutje individueel getest wordt.
Alleen de scheuten die vrij van bacterién zijn veordroor het vervolg in weefselkweek
gebruikt.

. Vermeerdering

Het vermeerderingsmateriaal bestaat uit scheu@s3 tot 6 cm lang met diverse
bladparen (foto’s 8 en 9), wat bruin callus, uiding aan het wondvlak, eventueel
wortelvorming. Deze worden in top- en tussenstekdg@sneden, waarbij er onder het
gesneden oog een stukje stengel aanwezig blijfenteeel aanwezig callus wordt
verwijderd.

Als medium wordt een aangepast voedingsmedium udeb(tabel 1), per liter
aangevuld met 30 gram saccharose, 0,3 mg kinetink%tot 2,5 gram agar. In de
vermeerdering worden grotere kweekeenheden alemlpnt of plastic doosje met

11
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100 ml medium gebruikt. Per container worden 16antaten op het medium geént,
waarbij het oog boven het medium blijft. Het mataliwordt gekweekt gedurende 6
weken bij 23°C en 14 uur TL licht, 38/s/nf per dag, kleur 33.

d) Beworteling
Het vermeerderingsmateriaal, dat bestaat uit $fgsevan 3 tot 6 cm lang met diverse
bladparen, wat bruin callus, uitscheiding aan hebndvlak en eventueel
wortelvorming, wordt in top- en tussenstekken gdene waarbij er onder het
gesneden oog een stukje stengel aanwezig blijfentexeel aanwezig callus wordt
verwijderd.
Als medium wordt een aangepast voedingmedium debritabel 2), per liter
aangevuld met 30 gram saccharose, 1,0 mg IBA enarh ggar. Voor de beworteling
worden grotere eenheden als glazen pot of plastsjd met 100 ml medium gebruikt.
Per container worden 16 explantaten op het medie@mtgwaarbij het oog boven het
medium blijft. Het materiaal wordt gekweekt geduterd tot 6 weken bij 23°C en 14
uur TL licht, 35uE/s/nf per dag, kleur 33.

e) Afharden

Het bewortelde materiaal bestaat uit een scheuye ongeveer 3 cm met diverse
bladparen, diverse bruine wortels en wat uitscheidian de basis (foto’s 10 en 11).
De plantjes worden in het laboratorium of in de ka®rzichtig uit het medium
gehaald. Eventuele mediumresten worden verwijdaadrma het wordt opgeplant op
een 104-gaats tray in een mix van turf en peitrays worden bevochtigd en onder
tunnels geplaatst. Het materiaal wordt de eersteetwveken onder hoge
luchtvochtigheid aangezet tot de vorming van niewaéels en de eerste uitgroei van
de scheut. Na de eerste weken wordt gestart mieteluiavaarmee de plantjes wennen
aan de lagere luchtvochtigheid. Na 6 weken is hekeraal voldoende uitgegroeid en
spreken we van een semi-afgehard plantje dat eitged kan worden.

Tabel 1. Overzicht zoutensamenstelling vermeendemedium.

Zouten Aantal mg per liter

Macro Kaliumsulfaat 1559
Amoniumnitraat 1416
Calciumnitraat 1367
Calciumchloride 149
Magnesiumsulfaat 740
Kaliumwaterstoffosfaat 264
ijzerEDTA 37.5

Micro MS

12
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Tabel 2. Overzicht zoutensamenstelling bewortefimegium.

Zouten Aantal mg per liter

Macro Kaliumnitraat 495
Amoniumnitraat 830
Calciumnitraat 1181
Magnesiumsulfaat 185
Kaliumwaterstoffosfaat 85
Natriumwaterstoffosfaat 136
ijzerEDTA 25

Micro > MS

Foto 8. Vermeerdering Clematis in container. Foty&@meerdering Clematis.

\ ; ; .i ” 4
Foto 10. Beworteling Clematis in container.

FoleBeworteIing Clematis, onderaanzicht.

13
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5.4. Protocol Cotinus

a) Voorfase
Als uitgangsmateriaal dienen goed groeiende, jeobeuten van ongeveer 30 cm. Onder
normale omstandigheden is dit het voorjaar/zomérk&nh vervroegd worden door de
planten in een kas voor te trekken. Verder diehntateriaal gezond te zijn. De selectie
van goed uitgangsmateriaal is bepalend voor hefeslaran weefselkweek en het
soortecht terugkomen van het materiaal.

b) Inzet

1. Voorbereiding
De jonge scheuten worden in oogstekken gesnederge&een de bladeren verspreid
over de stengel zitten worden er stekken van omge8ecm genomen, waarbij er
rekening gehouden wordt met ongeveer 1 - 1,5 cna signgel onder en boven de ogen.
Het blad wordt verwijderd en de bladstelen worderit 1,5 cm ingekort.

2. Ontsmettingsprocedure
Indien het materiaal vuil is worden de stekjes ondE#omend water gespoeld.
Vervolgens worden ze gesteriliseerd door ze adhtemdgens 10 seconden te dompelen
in 80 % (viv) ethanol-oplossing, gevolgd door 30 naten 1 % (w/v)
natriumhypochloriet-oplossing met 1 druppel Twe8rp2r liter. Na de sterilisatie wordt
er 3 keer gespoeld met steriel water gedurendei 1% minuten.

3. Explantaten
De gesteriliseerde oogstekken worden tot enkedm @gsneden. Onder het oog moet
er een stukje steel blijven zitten van + 0,5 cmleAdoor chloor aangetaste delen
worden weggesneden.
Als medium wordt Murashige en Skoog 1962, ofwel-M&dium, gebruikt, per liter
aangevuld met 30 gram saccharose, 0,1 mg BAP era® ggar. Voor de inzet
worden glazen buizen (2,5 x 15 cm.) met 15 ml nredgebruikt. Per buis wordt een
explantaat op het medium geént, waarbij het oogeboket medium blijft. Het
materiaal wordt gekweekt gedurende 6 weken bij 28i@4 uur TL licht, 3RE/s/n?
per dag, kleur 33.

c) Vermeerdering

1. Eergtefasevermeerdering
Uit de inzetfase ontstaan scheutjes van 2 tot fanghmet diverse verspreid aanwezige
bladeren. De goed groeiende scheutjes worden Visgedesmetting gecontroleerd,
gevolgd door een toets op de aanwezigheid vantéatscterién, waarbij ieder scheutje
individueel getest wordt. Alleen de scheuten dipvan bacterién zijn worden voor het
vervolg in weefselkweek gebruikt.

2. Vermeerdering
Het vermeerderingsmateriaal bestaat uit scheugas2 tot 4 cm lang met verspreid
staande bladeren (foto 12), wat bruin callus eschiiding aan het wondvlak. Deze
worden in top- en tussenstekken gesneden, waarlipeer het gesneden oog een
stukje stengel aanwezig blijft. Eventueel aanweaidus wordt verwijderd.
Als medium wordt MS-medium gebruikt, per liter gamuld met 30 gram saccharose,
0,1 mg BAP en 6 gram agar. In de vermeerdering &ogtotere kweekeenheden als
glazen pot of plastic doosje met 100 ml medium gihr Per container worden 16
explantaten op het medium geént, waarbij het oogetbchet medium blijft. Het
materiaal wordt gekweekt gedurende 6 weken bij 2814 uur TL licht, 3RE/s/nf
per dag, kleur 33.
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d) Beworteling
Het vermeerderingsmateriaal, dat bestaat uit $gsewan 2 tot 4 cm lang met
verspreid staande bladeren, wat bruin callus esthéiding aan het wondvlak, wordt
in top- en tussenstekken gesneden, waarbij er oneelgesneden oog een stukje
stengel aanwezig blijft. Eventueel aanwezig calosdt verwijderd.
Als medium wordt DKW/Juglans-medium gebruikt, pierl aangevuld met 20 gram
saccharose, 1,0 mg IBA en 7 gram agar. Voor de teilvgy worden grotere
eenheden als glazen pot of plastic doosje met 10@edium gebruikt. Per container
worden 16 explantaten op het medium geént waaebipbg boven het medium blijft.
Het materiaal wordt gekweekt gedurende 4 tot 6 wddie19°C en 12 uur TL licht, 35
uE/s/nt per dag, kleur 33.

e) Afharden

Het bewortelde materiaal bestaat uit een scheatjeongeveer 1,5 cm met verspreid
staande bladeren, diverse bruine, lange wortelsa¢mitscheiding aan de basis (foto’s
13 en 14). De plantjes worden in het laboratorimnode kas voorzichtig uit het
medium gehaald. Eventuele mediumresten worden i waarna het opgeplant
wordt op een 104-gaats tray in een mix van tupertite. De trays worden bevochtigd
en onder tunnels geplaatst. Het materiaal wordeelste twee weken onder hoge
luchtvochtigheid aangezet tot de vorming van niewaéels en de eerste uitgroei van
de scheut. Na de eerste weken wordt gestart mieteluiavaarmee de plantjes wennen
aan de lagere luchtvochtigheid. Na 6 weken is heeraal voldoende uitgegroeid en
spreken we van een semi-afgehard plantje dat eitged kan worden (foto 15).
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» - -

el L

Foto 13. Beworteling Cotinus in container. Foto Eﬂéworteg Co

Foto 15. fharden Cotinus
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5.5. Protocol Daphne

a) Voorfase
Als uitgangsmateriaal dienen goed groeiende, jeobeuten van ongeveer 20 cm. Onder
normale omstandigheden is dit het voorjaar/zomérk&n vervroegd worden door de
planten in een kas voor te trekken. Verder diehntateriaal gezond te zijn. De selectie
van goed uitgangsmateriaal is bepalend voor hefeslaran weefselkweek en het
soortecht terugkomen van het materiaal.

b) Inzet

1. Voorbereiding

De jonge scheuten worden in oogstekken gesnederge&een de bladeren verspreid
over de stengel zitten worden er stekken van omge8ecm genomen, waarbij er

rekening gehouden wordt met ongeveer 1 - 1,5 cna signgel onder en boven de ogen.
Het blad wordt verwijderd en de bladstelen worderit 1,5 cm ingekort.

. Ontsmettingsprocedure

Indien het materiaal vuil is worden de stekjes ondE#omend water gespoeld.
Vervolgens worden ze gesteriliseerd door ze adhtemgens 10 seconden te dompelen
in 80 % (viv) ethanol-oplossing, gevolgd door 30 naten 1 % (w/v)
natriumhypochloriet-oplossing met 1 druppel Twe8rp2r liter. Na de sterilisatie wordt
er 3 keer gespoeld met steriel water gedurendei 1% minuten.

. Explantaten

De gesteriliseerde oogstekken worden tot enkedm @gsneden. Onder het oog moet
er een stukje steel blijven zitten van + 0,5 cmleAdoor chloor aangetaste delen
worden weggesneden.

Als medium wordt DKW/Juglans-medium gebruikt, fieer aangevuld met 30 gram
saccharose, 0,1 mg BAP en 7 gram agar. Voor de waelen glazen buizen (2,5 x
15 cm.) met 15 ml medium gebruikt Per buis wordt egplantaat op het medium
geént, waarbij het oog boven het medium blijft. Hheateriaal wordt gekweekt
gedurende 6 weken bij 23°C en 14 uur TL lichtu®3s/nf per dag, kleur 33.

c) Vermeerdering

1. Eerstefasevermeerdering

Uit de inzetfase ontstaan scheutjes van 3 tot Gognmet diverse verspreid aanwezige
bladeren. De goed groeiende scheutjes worden Visgedesmetting gecontroleerd,

gevolgd door een toets op de aanwezigheid vantéatecterién, waarbij ieder scheutje
individueel getest wordt. Alleen de scheuten digwan bacterién zijn worden voor het

vervolg in weefselkweek gebruikt.

. Vermeerdering

Het vermeerderingsmateriaal bestaat uit scheugas3 tot 6 cm lang met verspreid
staande bladeren (foto’'s 16 en 17), eventueel wHtisc aan het wondvlak. Deze
worden in top- en tussenstekken gesneden, waarlip@er het gesneden oog een
stukje stengel aanwezig blijft. Eventueel aanweaitus wordt verwijderd.

Als medium wordt DKW/Juglans-medium gebruikt, fieer aangevuld met 30 gram
saccharose, 0,1 mg BAP en 7 gram agar. In de vedexagy worden grotere
kweekeenheden als glazen pot of plastic doosje I8@tml medium gebruikt. Per
container worden 16 explantaten op het medium ge@marbij het oog boven het
medium blijft. Het materiaal wordt gekweekt geduteré weken bij 23°C en 14 uur
TL licht, 35 uE/s/nf per dag, kleur 33.
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d) Beworteling

1. Tussenfase
Het vermeerderingsmateriaal, dat bestaat uit $gsewan 3 tot 6 cm lang met
verspreid staande bladeren en eventueel wat catlustscheiding aan het wondvlak,
wordt in top- en tussenstekken gesneden, waarbimpeéer het gesneden oog een stukje
stengel aanwezig blijft. Eventueel aanwezig calosdt verwijderd.
Als medium voor de tussenfase wordt DKW/Juglansiomdgebruikt, per liter
aangevuld met 30 gram saccharose en 8 gram agar.dédussenfase worden grotere
eenheden als glazen pot of plastic doosje met 10@edium gebruikt. Per container
worden 16 explantaten op het medium geént waaebipbg boven het medium blijft.
Het materiaal wordt gekweekt gedurende 6 weker2®iC en 14 uur TL licht, 35
uE/s/nt per dag, kleur 33

2. Bewortdling
Het materiaal uit de tussenfase bestaat uit sa@geugn 3 tot 6 cm lang met verspreid
staande bladeren en eventueel wat callus en uitliegeaan het wondvlak. Dit wordt
in top- en tussenstekken gesneden, waarbij er oheergesneden oog een stukje
stengel aanwezig blijft. Eventueel aanwezig calosdt verwijderd.
Als medium wordt, afhankelijk van het ras, DKW/Jg-medium op een kwart
sterkte gebruikt, per liter aangevuld met 20 grackarose, 1,0 mg IBA en 9 gram
agar, of McCrown Woody Plant Medium, WPM-mediumy peer aangevuld met 25
gram saccharose, 1,0 mg IAA en 7 gram agar. Voobedeorteling worden grotere
eenheden als glazen pot of plastic doosje met l0@edium gebruikt. Per container
worden 16 explantaten op het medium geént waaebipbg boven het medium blijft.
Het materiaal wordt gekweekt gedurende 6 wekerl®iC en 12 uur TL licht, 35
uE/s/nf per dag, kleur 33.

e) Afharden

Het bewortelde materiaal bestaat uit een scheatjeongeveer 3 cm met verspreid
staande bladeren en diverse bruine lange wortatig'$f18 en 19). De plantjes worden

in het laboratorium of in de kas voorzichtig uitt hmedium gehaald. Eventuele

mediumresten worden verwijderd waarna het opgemandt op een 104-gaats tray in

een mix van turf en perlite. De trays worden betigchen onder tunnels geplaatst.
Het materiaal wordt de eerste twee weken onder hmdvochtigheid aangezet tot de

vorming van nieuwe wortels en de eerste uitgroei da scheut. Na de eerste weken
wordt gestart met luchten waarmee de plantjes weana de lagere luchtvochtigheid.

Na 6 weken is het materiaal voldoende uitgegroeidsgreken we van een semi-
afgehard plantje dat uitgeleverd kan worden (fdip 2
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Foto 16. Vermeerdering Daphne in container. FotdJitgroei Daphne voor snijden.

Foto 18. Beworteling Daphne. Foto 19. BeworteDaphne, onderaanzicht.

P ore VAR - -
Foto 20. Afharden Daphne.
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5.6. Protocol Delphinium

a) Voorfase
Als uitgangsmateriaal dienen planten met goed ¢ielie ogen aan de basis die zich op
de verharde plantendelen onder de grond bevindeet kan het gehele jaar door plaats
vinden echter bij voorkeur vroeg in het voorjaaiofiet najaar wanneer de nieuwe ogen
nog niet zijn uitgelopen. Indien ze al uitgelopgn dienen deze niet groter te zijn dan 5
cm. Verder dient het materiaal gezond te zijn. 8leddie van goed uitgangsmateriaal is
bepalend voor het slagen van weefselkweek en hatesbt terugkomen van het
materiaal.

b) Inzet

1. Voorbereiding

Van de plantdelen wordt de grond verwijderd en gekponder stromend water. De
ogen worden ruim uit de verharde plantendelen giesne

. Ontsmettingsprocedure

De uitgesneden ogen worden gesteriliseerd doorchteraenvolgens 10 seconden te
dompelen in 80 % (v/v) ethanol-oplossing, gevolgubrd15 minuten 1 % (w/v)
natriumhypochloriet-oplossing met 1 druppel Twe8rpg2r liter. Na de sterilisatie wordt
er 3 keer gespoeld met steriel water gedurended, 1% minuten.

. Explantaten

Uit het oog wordt grofweg het groeipunt geprepatesaet behulp van een binoculair.
Het groeipunt wordt nogmaals gesteriliseerd met @&v) natriumhypochloriet-
oplossing gedurende 1 tot 2 minuten, gevolgd do&edr spoelen met steriel water
gedurende 5 minuten. Het groeipunt wordt verdegepitepareerd tot een meristeem
met een grootte van 2 tot 4 mm.

Als medium wordt Murashige en Skoog 1962, ofwel M8&dium, gebruikt, per liter
aangevuld met 20 gram saccharose, 10 gram glugdseyg BAP, 0,01 mg IBA en 2
gram agar. Voor de inzet worden glazen buizen 2% cm.) met 15 ml medium
gebruikt. Per buis wordt een explantaat geént vjahdb groeipunt op het medium
geplaatst wordt. Het materiaal wordt gekweekt gedde 4 weken bij 15°C en 12 uur
TL licht, 35 uE/s/nt per dag, kleur 33.

c) Vermeerdering

1. Eerstefasevermeerdering

Uit de inzetfase ontstaat een plant van 2 tot 4noeh aan de basis een of meerdere
kleine scheuten. De scheutjes worden visueel amétiag gecontroleerd, gevolgd door
een toets op de aanwezigheid van latente bactevigbij ieder scheutje individueel
getest wordt. Alleen de scheuten die vrij van b&atezijn worden voor het vervolg in
weefselkweek gebruikt.

. Vermeerdering

Het vermeerderingsmateriaal bestaat uit clumbjes 2atot 4 cm lang met een
hoofdscheut en verschillende kleinere scheuten’$f@1 en 22) met wat bruin callus en
uitscheiding aan het wondvlak. Deze worden verdieeldgrote scheut met 1 & 2 kleine
scheuten. Bladeren worden ingekort tot 2 cm; ewesht@anwezig callus taps wegsnijden
maar rand met ogen laten zitten.

Als medium wordt MS-medium gebruikt, per liter aamgld met 20 gram saccharose, 10
gram glucose, 2,0 mg BAP, 0,01 mg IBA en 2 granr.dgade vermeerdering worden
grotere kweekeenheden als glazen pot of plastisj@oeet 100 ml medium gebruikt. Per
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container worden 16 explantaten op het medium gétgit materiaal wordt gekweekt
gedurende 4 weken bij 15°C en 12 uur TL lichtp83s/nf per dag, kleur 33.

d) Beworteling
Het vermeerderingsmateriaal, dat bestaat uit cluwdn 2 tot 4 cm lang met een
hoofdscheut en verschillende kleinere scheutermwaebruin callus en uitscheiding aan
het wondvlak, wordt tot enkele scheuten gesnedaarhw te lang blad wordt ingekort.
Eventueel aanwezig callus wordt verwijderd waatbijpasis taps gesneden wordt in een
v-vorm. Let op dat de groeipunten niet afgesnedalen.
Als medium wordt DKW/Juglans-medium gebruikt, péerlaangevuld met 20 gram
saccharose, 1,0 mg IBA en 9 gram agar. Voor de Helway worden grotere
eenheden als glazen pot of plastic doosje met l0@edium gebruikt. Per container
worden 16 explantaten op het medium geént. Hetrraatevordt gekweekt gedurende
4 tot 6 weken bij 15°C en 12 uur TL licht, 8&/s/nf per dag, kleur 33.

e) Afharden

Het bewortelde materiaal bestaat uit een scheuwie ongeveer 4 cm met diverse,
verspreid staande bladeren en wat uitscheidingdeabasis (foto 23). De plantjes
worden in het laboratorium of in de kas voorzichtighet medium gehaald. Eventuele
mediumresten worden verwijderd waarna het opgemantdt op een 104-gaats tray in
een mix van finnpeat en perlite. De trays wordenobbktigd en onder tunnels

geplaatst. Het materiaal wordt de eerste twee welkwter hoge luchtvochtigheid

aangezet tot de vorming van nieuwe wortels en d&esaitgroei van de scheut. Na de
eerste weken wordt gestart met luchten waarmeelaigjgs wennen aan de lagere
luchtvochtigheid. Na 6 weken is het materiaal velulbe uitgegroeid en spreken we
van een semi-afgehard plantje dat uitgeleverd kaml@n (foto 24).
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Foto 23. Bérteling Delphinium, onderaanzicht,

e “; __.,-;,

Foto 24. Afharden Delphinium.
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5.7.  Protocol Helleborus

a) Voorfase
Als uitgangsmateriaal dienen planten met goed d&hkilde ogen aan de basis op de
verharde plantendelen die zich onder de grond Hewininzet kan het gehele jaar door
plaats vinden maar bij voorkeur in het voorjaaideabloei. Uitgelopen scheuten dienen
niet groter te zijn dan 5 cm. Verder dient het ma#k gezond te zijn. De selectie van
goed uitgangsmateriaal is bepalend voor het slaganveefselkweek en het soortecht
terugkomen van het materiaal.

b) Inzet

1. Voorbereiding

Van de plantdelen wordt de grond verwijderd en gelsponder stromend water. De
ogen worden ruim uit de verharde plantendelen giesne

. Ontsmettingsprocedure

De uitgesneden ogen worden gesteriliseerd doorchteraenvolgens 10 seconden te
dompelen in 80 % (v/v) ethanol-oplossing, gevolgubrd15 minuten 1 % (w/v)
natriumhypochloriet-oplossing met 1 druppel Twe8rpgr liter. Na de sterilisatie wordt
er 3 keer gespoeld met steriel water gedurendei 1% minuten.

. Explantaten

Uit het oog wordt grofweg het groeipunt geprepateaet behulp van een binoculair.
Het groeipunt wordt nogmaals gesteriliseerd met @&v) natriumhypochloriet-
oplossing gedurende 1 tot 2 minuten, gevolgd do&edr spoelen met steriel water
gedurende 5 minuten. Het groeipunt wordt verdegepitepareerd tot een meristeem
met een grootte van 2 tot 4 mm

Als medium wordt Murashige en Skoog 1962, ofwel M&dium, gebruikt, per liter
aangevuld met 20 gram saccharose, 10 gram glugdseng BAP, 0,8 mg GAen 7
gram agar. Voor de inzet worden glazen buizen 2% cm.) met 15 ml medium
gebruikt. Per buis wordt een explantaat geént wjahdb groeipunt op het medium
geplaatst wordt. Het materiaal wordt gekweekt gedde 8 weken bij 15°C en 12 uur
TL licht, 35 uE/s/nf per dag, kleur 33.

c) Vermeerdering

1. Eerstefasevermeerdering

Uit de inzetfase ontstaat een plant van 2 tot 6nosh aan de basis een of meerdere
kleine scheuten. De scheutjes worden visueel apditiag gecontroleerd, gevolgd door
een toets op de aanwezigheid van latente bactevigbij ieder scheutje individueel
getest wordt. Alleen de scheuten die vrij van bétezijn worden voor het vervolg in
weefselkweek gebruikt.

. Vermeerdering

Het vermeerderingsmateriaal bestaat uit clumbsivan 6 cm lang met een hoofdscheut
en verschillende kleinere scheuten (foto’s 25 éma& wat bruin callus en uitscheiding
aan het wondvlak. Deze worden verdeeld in 1 grotew met 1 & 2 kleine scheuten.
Bladeren worden ingekort tot 2 cm; eventueel aamgveallus taps wegsnijden maar
rand met ogen laten zitten.

Als medium wordt MS-medium gebruikt, per liter aamgld met 20 gram saccharose, 10
gram glucose, 2,0 mg BAP, 0,8 mg &én 7 gram agar. In de vermeerdering worden
grotere kweekeenheden als glazen pot of plastisjel@oet 100 ml medium gebruikt. Per
container worden 16 explantaten op het medium gédeit materiaal wordt gekweekt
gedurende 8 weken bij 15°C en 12 uur TL lichtu8%s/m2 per dag, kleur 33.
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d) Beworteling
Het vermeerderingsmateriaal, dat bestaat uit cluwdn 4 tot 6 cm lang met een
hoofdscheut en verschillende kleinere scheutermwaebruin callus en uitscheiding aan
het wondvlak, wordt tot enkele scheuten gesnedaarlw te lang blad wordt ingekort.
Eventueel aanwezig callus wordt verwijderd waatbijpasis taps gesneden wordt in een
v-vorm.
Als medium wordt DKW/Juglans-medium gebruikt, péerlaangevuld met 20 gram
saccharose, 1,0 mg IBA en 9 gram agar. Voor de Helwa worden grotere
eenheden als glazen pot of plastic doosje met l0@edium gebruikt. Per container
worden 16 explantaten op het medium geént. Hetrraatevordt gekweekt gedurende
4 tot 6 weken bij 15°C en 12 uur TL licht, 8&/s/nf per dag, kleur 33.

e) Afharden

Het bewortelde materiaal bestaat uit een scheuwtie ongeveer 4 cm met diverse,
verspreid staande bladeren en wat uitscheidingdeabasis (foto 27). De plantjes
worden in het laboratorium of in de kas voorzichtighet medium gehaald. Eventuele
mediumresten worden verwijderd waarna het wordepfant op een 104-gaats tray in
een mix van finnpeat en perlite. De trays wordenobbktigd en onder tunnels

geplaatst. Het materiaal wordt de eerste twee welweter hoge luchtvochtigheid

aangezet tot de vorming van nieuwe wortels en deesaitgroei van de scheut. Na de
eerste weken wordt gestart met luchten waarmeelaigjgs wennen aan de lagere
luchtvochtigheid. Na 8 weken is het materiaal velulbe uitgegroeid en spreken we
van een semi-afgehard plantje dat uitgeleverd kaml@n (foto 28).
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Foto 25. Vermeerdering Helleborus in container. oFi. Clumbs Helleborus voor snijden.
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5.8. Protocol Hippophae

a) Voorfase
Als uitgangsmateriaal dienen net uit rust zijndsge scheuten van ongeveer 5 cm.
Onder normale omstandigheden is dit het voorjadarké&h vervroegd worden door de
planten in een kas voor te trekken. Verder diehntateriaal gezond te zijn. De selectie
van goed uitgangsmateriaal is bepalend voor hefeslaran weefselkweek en het
soortecht terugkomen van het materiaal.

b) Inzet

1. Voorbereiding

De jonge scheuten worden in stekken van ongeveer @esneden. Eventueel blad wordt
verwijderd indien dit groot is.

. Ontsmettingsprocedure

Indien het materiaal vuil is worden de stekjes ondE#omend water gespoeld.
Vervolgens worden ze gesteriliseerd door ze aditemgens 10 seconden te dompelen
in 80 % (viv) ethanol-oplossing, gevolgd door 30 naten 1 % (w/v)
natriumhypochloriet-oplossing met 1 druppel Twe8rpg2r liter. Na de sterilisatie wordt
er 3 keer gespoeld met steriel water gedurendei 1% minuten.

. Explantaten

De gesteriliseerde stekken worden tot 1,5 cm gk=sneAlle door chloor aangetaste
delen worden weggesneden.

Als medium wordt McCrown Woody Plant Medium, of®PM-medium, gebruikt,
per liter aangevuld met 30 gram saccharose, 0,2BARen 6,5 gram agar. Voor de
inzet worden glazen buizen (2,5 x 15 cm.) met 15n@&tlium gebruikt. Per buis wordt
een explantaat op het medium geént. Het materiaatitngekweekt gedurende 6
weken bij 19°C en 12 uur TL licht, 38/s/nf per dag, kleur 33.

c) Vermeerdering

1. Eerstefasevermeerdering

Uit de inzetfase ontstaan er scheutjes van ongeXdet 4 cm lang. De scheutjes
worden visueel op besmetting gecontroleerd, gevdtm een toets op de aanwezigheid
van latente bacterién, waarbij ieder scheutje iddeel getest wordt. Alleen de scheuten
die vrij van bacterién zijn worden voor het verviigveefselkweek gebruikt.

. Vermeerdering

Het vermeerderingsmateriaal bestaat uit een clembleutjes van ongeveer 2 tot 4
cm lang met verspreid staande bladeren en wat lmallas (foto 29). De clumbjes
worden in tweeén of drieén gedeeld waarbij de |laueutjes nog gedeeld worden in
top- en tussenstekken. Eventueel aanwezig calludtwerwijderd.

Als medium wordt WPM-medium gebruikt, per liter gauld met 30 gram saccharose,
0,5 mg BAP en 6,5 gram agar. In de vermeerderinglevogrotere kweekeenheden als
glazen pot of plastic doosje met 100 ml medium &br Per container worden 16
clumbjes op het medium geént. Het materiaal woetlivgekt gedurende 6 weken bij
19°C en 12 uur TL licht, 3pE/s/nf per dag, kleur 33.

d) Beworteling (voorlopig)

Het vermeerderingsmateriaal, dat bestaat uit gjesnbban ongeveer 2 tot 4 cm lang
met verspreid staande bladeren, scheutjes aangie dra wat bruin callus wordt in
clumbjes van 2 tot 3 scheutjes gesneden, waarlibjpdes niet schoongesneden wordt.
De clumbjes worden ingekort tot ongeveer 1,5 cm.
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Als medium wordt WPM-medium gebruikt, per liter gamuld met 25 gram
saccharose, 0.1 mg BA, 0,1 mg IBA en 7 gram agait d@eeft een
bewortelingspercentage tussen de 10 en 30%. Vodoesorteling worden grotere
eenheden als glazen pot of plastic doosje met 10@edium gebruikt. Per container
worden 16 explantaten op het medium geént. Hetrraatevordt gekweekt gedurende
6 weken bij 23°C en 14 uur TL licht, 3&/s/nf per dag, kleur 33.

e) Afharden

Het bewortelde materiaal (foto 30) bestaat uit elembje van ongeveer 2,5 cm met
verspreid staande bladeren en diverse wortels.l@dj@s worden in het laboratorium
of in de kas voorzichtig uit het medium gehaaldemiuele mediumresten worden
verwijderd waarna het op een 104-gaats tray inneenvan turf en perlite opgeplant
wordt. De trays worden bevochtigd en onder tungefdaatst. Het materiaal wordt de
eerste twee weken onder hoge luchtvochtigheid aahdet de vorming van nieuwe
wortels en de eerste uitgroei van de scheut. Naedste weken wordt gestart met
luchten waarmee de plantjes wennen aan de lagelnévachtigheid. Na 6 weken is

het materiaal voldoende uitgegroeid en spreken areeen semi-afgehard plantje dat
uitgeleverd kan worden.

Foto 29. Vermeerdering Hippophae in container.

Foto 30. Beworteling Hippophae.
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5.9. Protocol Hydrangea (type macrophylla en quercifolia)

a) Voorfase
Als uitgangsmateriaal dienen goed groeiende, jeobeuten van ongeveer 20 cm. Onder
normale omstandigheden is dit het voorjaar/zomérk&n vervroegd worden door de
planten in een kas voor te trekken. Verder diehntateriaal gezond te zijn. De selectie
van goed uitgangsmateriaal is bepalend voor hefeslaran weefselkweek en het
soortecht terugkomen van het materiaal.

b) Inzet

1. Voorbereiding
Voor type macrophylla worden van de jonge schedenoppen gesneden. Voor type
guercifolia worden de jonge scheuten in oogstekienongeveer 3 cm gesneden. Bij het
snijden wordt rekening gehouden met ongeveer % erh, extra stengel onder en boven
de ogen. Het blad wordt verwijderd en de bladstelerden ingekort tot 1 - 1,5 cm.

2. Ontsmettingsprocedure
Indien het materiaal vuil is worden de stekjes ondE#omend water gespoeld.
Vervolgens worden ze gesteriliseerd door ze adhtemgens 10 seconden te dompelen
in 80 % (viv) ethanol-oplossing, gevolgd door 30 naten 1 % (w/v)
natriumhypochloriet-oplossing met 1 druppel Twe8rp2r liter. Na de sterilisatie wordt
er 3 keer gespoeld met steriel water gedurendei 1% minuten.

3. Explantaten
Voor type macrophylla wordt uit de top met behugm\een binoculair het groeipunt
geprepareerd. Het groeipunt wordt nogmaals gestmid met 0,5 % (w/v)
natriumhypochloriet-oplossing gedurende 1 tot 2ut@n, gevolgd door 1 keer spoelen
met steriel water gedurende 5 minuten. Het gro¢ipuondt verder uitgeprepareerd tot
een meristeem met een grootte van 2 tot 4 mm. Wgoe quercifolia worden de
gesteriliseerde oogstekken tot enkele ogen gesn@iwter het oog moet er een stukje
steel blijven zitten van = 0,5 cm. Alle door chloaangetaste delen worden
weggesneden.
Als medium wordt voor type macrophylla Murashige $koog 1962, ofwel MS-
medium, per liter aangevuld met 30 gram saccha@demg BAP en 8 gram agar
gebruikt. Voor type quercifolia wordt DKW/Juglansdium gebruikt, per liter
aangevuld met 30 gram saccharose, 0,1 mg BAP eram ggar. Voor de inzet
worden glazen buizen (2,5 x 15 cm.) met 15 ml nmedgebruikt. Per buis wordt een
explantaat op het medium geént, waarbij het oogeboket medium blijft. Het
materiaal wordt gekweekt gedurende 6 weken bij 2814 uur TL licht, 3RE/s/nf
per dag, kleur 33.

c) Vermeerdering

1. Eerstefase vermeerdering
Uit de inzetfase ontstaan bij type macrophyllangeplantjes die uitgroeien tot 1 a 2
cm. Type quercifolia geeft uit de inzet scheutjes \B tot 6 cm lang met diverse
bladeren. De goed groeiende scheutjes worden Visyedesmetting gecontroleerd,
gevolgd door een toets op de aanwezigheid vantéatscterién, waarbij ieder scheutje
individueel getest wordt. Alleen de scheuten dipvan bacterién zijn worden voor het
vervolg in weefselkweek gebruikt.

2. Vermeerdering
Het vermeerderingsmateriaal bestaat uit scheu@s2 tot 6 cm lang met diverse
bladeren, voor type macrophylla als enkele sche(to 31) en type quercifolia vaak
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met zijscheuten aan de basis (foto 32) met evehtuegecallus aan het wondvlak. De
scheuten worden enkel en in top- en tussenstekkeneden, waarbij er onder het
gesneden oog een stukje stengel aanwezig blijfentexeel aanwezig callus wordt
verwijderd.

Als medium wordt voor type macrophylla MS-mediugbguikt, per liter aangevuld
met 30 gram saccharose, 0,5 mg BAP en 6 gram ¥gar. type quercifolia wordt
DKW/Juglans-medium gebruikt, per liter aangevuldt rB@ gram saccharose, 1 mg
zeatine en 7 gram agar. In de vermeerdering wogtetere kweekeenheden als
glazen pot of plastic doosje met 100 ml medium gihr Per container worden 16
explantaten op het medium geént, waarbij het oogetbchet medium blijft. Het
materiaal wordt gekweekt gedurende 6 weken bij 2814 uur TL licht, 3RE/s/nf
per dag, kleur 33.

d) Beworteling
Het vermeerderingsmateriaal, dat bestaat uit $g@sevan 2 tot 6 cm lang met diverse
bladeren, voor type macrophylla als enkele scheuwje type quercifolia vaak met
zijscheuten aan de basis, met eventueel wat cadindhet wondvlak, wordt in top- en
tussenstekken gesneden, waarbij er onder het gasnedg een stukje stengel
aanwezig blijft. Eventueel aanwezig callus wordtwiglerd.
Als medium wordt voor type macrophylla MS-mediunbgekt, per liter aangevuld
met 30 gram saccharose, 0,3 mg IAA en 6 gram afar type quercifolia wordt een
aangepast voedingmedium gebruikt (tabel 3), per ldangevuld met 30 gram
saccharose, 1,0 mg IBA en 5 gram agar. Voor de telay worden grotere
eenheden als glazen pot of plastic doosje met l0@edium gebruikt. Per container
worden 16 explantaten op het medium geént waaebipbg boven het medium blijft.
Het materiaal wordt gekweekt gedurende 4 tot 6 wddig23°C en 14 uur TL licht, 35
uE/s/nf per dag, kleur 33.

e) Afharden
Het bewortelde materiaal bestaat uit een scheatjeongeveer 1,5 cm met verspreid

staande bladeren, diverse wortels en wat uitsaigidan de basis (foto’'s 33 en 34).
De plantjes worden in het laboratorium of in de ka®rzichtig uit het medium
gehaald. Eventuele mediumresten worden verwijdexarma het op een 104-gaats tray
in een mix van turf en perlite opgeplant wordt. tteys worden bevochtigd en onder
tunnels geplaatst. Het materiaal wordt de eersteetwveken onder hoge
luchtvochtigheid aangezet tot de vorming van niewaéels en de eerste uitgroei van
de scheut. Na de eerste weken wordt gestart mieteluavaarmee de plantjes wennen
aan de lagere luchtvochtigheid. Na 6 weken is hakraal voldoende uitgegroeid en
spreken we van een semi-afgehard plantje dat eitged kan worden (foto’s 35 en

36).
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Tabel 3. Overzicht zoutensamenstelling bewortehmegium.

Zouten Aantal mg per liter
Macro Kaliumnitraat 495
Amoniumnitraat 830
Calciumnitraat 1181
Magnesiumsulfaat 185
Kaliumwaterstoffosfaat 85
Natriumwaterstoffosfaat 136
ijzerEDTA 25
Micro > MS
Vitaminen MS

BOVEt e, g Gt | e W i - 01 4 |
Foto 33. Beworteling H. quercifolia. Foto 34. Beteting H. quercifolia, onderaanzicht.
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Foto 35. Afhrden H. macrophylla. Foto 36. AflerrdH. quercifolia.
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5.10. Protocol Liquidambar

a) Voorfase
Als uitgangsmateriaal dienen goed groeiende, jeobeuten van ongeveer 30 cm. Onder
normale omstandigheden is dit het voorjaar/zomérk&n vervroegd worden door de
planten in een kas voor te trekken. Verder diehntateriaal gezond te zijn. De selectie
van goed uitgangsmateriaal is bepalend voor hefeslaran weefselkweek en het
soortecht terugkomen van het materiaal.

b) Inzet

1. Voorbereiding
De jonge scheuten worden in oogstekken gesnederge&een de bladeren verspreid
over de stengel zitten, worden er stekken van aege@ cm genomen, waarbij er
rekening gehouden wordt met ongeveer 1 - 1,5 cna singel onder en boven de ogen.
Het blad wordt verwijderd en de bladstelen wordgrit 1,5 cm ingekort.

2. Ontsmettingsprocedure
Indien het materiaal vuil is worden de stekjes ondE#omend water gespoeld.
Vervolgens worden ze gesteriliseerd door ze adhtemgens 10 seconden te dompelen
in 80 % (viv) ethanol-oplossing, gevolgd door 30 naten 1 % (w/v)
natriumhypochloriet-oplossing met 1 druppel Twe8rp2r liter. Na de sterilisatie wordt
er 3 keer gespoeld met steriel water gedurendei 1% minuten.

3. Explantaten
De gesteriliseerde oogstekken worden tot enkeds @gsneden. Onder het oog moet
er een stukje steel blijven zitten van + 0,5 cmleAdoor chloor aangetaste delen
worden weggesneden.
Als medium wordt McCrown Woody Plant Medium, ofW&PM-medium, gebruikt,
per liter aangevuld met 30 gram saccharose, 0, BAfg en 6,5 gram agar. Voor de
inzet worden glazen buizen (2,5 x 15 cm.) met 15m@atlium gebruikt. Per buis wordt
een explantaat op het medium geént, waarbij hetbmygn het medium blijft. Het
materiaal wordt gekweekt gedurende 6 weken bij 281@4 uur TL licht, 3RE/s/n?
per dag, kleur 33.

c) Vermeerdering

1. Eerstefasevermeerdering
Uit de inzetfase ontstaan er scheutjes van onge¥ear lang met zijscheutjes aan de
basis. De scheutjes worden visueel op besmettiogng®leerd, gevolgd door een toets
op de aanwezigheid van latente bacterién, waadsrischeutje individueel getest wordt.
Alleen de scheuten die vrij van bacterién zijn veordroor het vervolg in weefselkweek
gebruikt.

2. Vermeerdering
Het vermeerderingsmateriaal bestaat uit een clestijeutjes van ongeveer 2 cm lang
met verspreid staande bladeren (foto 37), scheagesde basis en wat bruin callus.
De clumbjes worden in tweeén of drieén gedeeld bvpde lange scheutjes nog
gedeeld worden in top- en tussenstekken. Evenaawlezig callus wordt verwijderd.
Als medium wordt WPM-medium gebruikt, per liter gamuld met 30 gram saccharose,
0,5 mg BAP en 6,5 gram agar. In de vermeerderinglevogrotere kweekeenheden als
glazen pot of plastic doosje met 100 ml medium g&br Per container worden 16
clumbjes op het medium geént, waarbij het oog bdwetrmedium blijft. Het materiaal
wordt gekweekt gedurende 6 weken bij 23°C en 14Tuwficht, 35 pE/s/inf per dag,
kleur 33.
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d) Beworteling
Het vermeerderingsmateriaal, dat bestaat uit cjesniban ongeveer 2 cm lang met
verspreid staande bladeren, scheutjes aan dedrasgiat bruin callus wordt in top- en
tussenstekken gesneden, waarbij er onder het gasnedg een stukje stengel
aanwezig blijft. Eventueel aanwezig callus wordtwiglerd. De enkele scheutjes
worden op bewortelingsmedium geplaatst.
Als medium wordt WPM-medium op halve sterkte gektruper liter aangevuld met
20 gram saccharose, 0,1 mg IBA en 6 gram agar. Wedreworteling worden grotere
eenheden als glazen pot of plastic doosje met l0@edium gebruikt. Per container
worden 16 explantaten op het medium geént waaebipbg boven het medium blijft.
Het materiaal wordt gekweekt gedurende 6 weker2®iC en 14 uur TL licht, 35
uE/s/nf per dag, kleur 33.

e) Afharden

Het bewortelde materiaal bestaat uit een scheatjeongeveer 1,5 cm met verspreid
staande bladeren en diverse bruine lange wortets. plantjes worden in het
laboratorium of in de kas voorzichtig uit het mediugehaald. Eventuele
mediumresten worden verwijderd waarna het op edrghats tray in een mix van turf
en perlite opgeplant wordt. De trays worden bevigdhen onder tunnels geplaatst.
Het materiaal wordt de eerste twee weken onder hmdvochtigheid aangezet tot de
vorming van nieuwe wortels en de eerste uitgroei da scheut. Na de eerste weken
wordt gestart met luchten waarmee de plantjes weana de lagere luchtvochtigheid.
Na 6 weken is het materiaal voldoende uitgegroeidsgreken we van een semi-
afgehard plantje dat uitgeleverd kan worden (f@p 3
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Foto 38. Afharden Liquidambar.
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5.11. Protocol Mahonia

a) Voorfase
Als uitgangsmateriaal dienen goed groeiende, j@epeuten van ongeveer 15 - 20 cm.
Onder normale omstandigheden is dit het voorjaarézo Dit kan vervroegd worden
door de planten in een kas voor te trekken. Veldert het materiaal gezond te zijn. De
selectie van goed uitgangsmateriaal is bepalendhaicslagen van weefselkweek en het
soortecht terugkomen van het materiaal.

b) Inzet

1. Voorbereiding
De jonge scheuten worden in oogstekken van ong@ve8rcm gesneden. Hierbij wordt
rekening gehouden met ongeveer 1 - 1,5 cm extrgait®nder en boven de ogen. Het
blad wordt verwijderd en de bladstelen worden tofL.;b cm ingekort.

2.  Ontsmettingsprocedure
Indien het materiaal vuil is worden de stekjes ondEomend water gespoeld.
Vervolgens worden ze gesteriliseerd door ze achiterdgens 10 seconden te dompelen
in 80 % (viv) ethanol-oplossing, gevolgd door 30 nuen 1 % (w/v)
natriumhypochloriet-oplossing met 1 druppel Twe8rp2r liter. Na de sterilisatie wordt
er 3 keer gespoeld met steriel water gedurendend, 1% minuten.

3. Explantaten
De gesteriliseerde oogstekken worden tot enkeds @gsneden. Onder het oog moet
er een stukje steel blijven zitten van + 0,5 cmleAdoor chloor aangetaste delen
worden weggesneden.
Als medium wordt DKW/Juglans-medium gebruikt, iger aangevuld met 30 gram
saccharose, 0,1 mg BAP en 7 gram agar. Voor d¢ waelen glazen buizen (2,5 x
15 cm.) met 15 ml medium gebruikt. Per buis worel explantaat op het medium
geént, waarbij het oog boven het medium blijft. Hweateriaal wordt gekweekt
gedurende 6 weken bij 23°C en 14 uur TL lichtu®3s/nf per dag, kleur 33.

c) Vermeerdering

1. Eerstefasevermeerdering
Uit de inzetfase ontstaan scheutjes van 1 tot h5lasig met diverse bladeren en
eventueel wat uitscheiding aan de basis. De gamelagde scheutjes worden visueel op
besmetting gecontroleerd, gevolgd door een toetsd®paanwezigheid van latente
bacterién, waarbij ieder scheutje individueel gatesdt. Alleen de scheuten die vrij van
bacterién zijn worden voor het vervolg in weefsakel gebruikt.

2. Vermeerdering
Het vermeerderingsmateriaal bestaat uit clumbjesstheutjes van 1 tot 1,5 cm lang
met diverse bladeren, vaak zijscheuten aan de ffagis39), eventueel wat callus en
uitscheiding aan het wondvlak. De scheuten woraddelegesneden en bij voldoende
scheutlengte (> 2 cm) in top- en tussenstekken egkesn waarbij er onder het
gesneden oog een stukje stengel aanwezig blijfentexeel aanwezig callus wordt
verwijderd.
Als medium wordt DKW/Juglans-medium gebruikt, iger aangevuld met 30 gram
saccharose, 3 mg BAP en 8 gram agar. In de vermdegd worden grotere
kweekeenheden als glazen pot of plastic doosje I@tml medium gebruikt. Per
container worden 16 explantaten op het medium gegmarbij het oog boven het
medium blijft. Het materiaal wordt gekweekt geduteré weken bij 23°C en 14 uur
TL licht, 35 uE/s/nt per dag, kleur 33.
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d) Beworteling
Het vermeerderingsmateriaal, dat bestaat uit cjgsnban 1 tot 1,5 cm lang met
diverse bladeren, vaak zijscheuten aan de basmaterallus en uitscheiding aan het
wondvlak, wordt enkel gesneden. Eventueel aanwaigs wordt verwijderd.
Als medium wordt McCrown Woody Plant Medium, ofWw&PM-medium, gebruikt,
per liter aangevuld met 30 gram saccharose, 2,dBAgen 5 gram agar. Voor de
beworteling worden grotere eenheden als glazenopgtiastic doosje met 100 ml
medium gebruikt. Per container worden 16 explantaie het medium geént waarbij
het oog boven het medium blijft. Het materiaal igrekweekt gedurende 6 weken bij
23°C en 14 uur TL licht, 3pE/s/nf per dag, kleur 33.

e) Afharden

Het bewortelde materiaal bestaat uit een scheatjeongeveer 1,5 cm met verspreid
staande bladeren, diverse gele wortels en wath@iding aan de basis (foto’s 40 en
41). De plantjes worden in het laboratorium of @ lds voorzichtig uit het medium
gehaald. Eventuele mediumresten worden verwijdexarma het op een 104-gaats tray
in een mix van turf en perlite opgeplant wordt. tteys worden bevochtigd en onder
tunnels geplaatst. Het materiaal wordt de eersteetwveken onder hoge
luchtvochtigheid aangezet tot de vorming van niewaeels en de eerste uitgroei van
de scheut. Na de eerste weken wordt gestart mieteluavaarmee de plantjes wennen
aan de lagere luchtvochtigheid. Na 6 weken is hakraal voldoende uitgegroeid en
spreken we van een semi-afgehard plantje dat eitged kan worden (foto 42).

Foto 39. Vermeerdering clumbs Mahonia voor snijden.
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Foto 40. Beworteling Mahonia in container. Foto B&éworteling Mahonia, onderaanzicht

Foto 42. Afharden Mahonia.
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5.12. Protocol Malus

a) Voorfase
Als uitgangsmateriaal dienen goed groeiende, josgjeeuten (beworteld stek) van
ongeveer 15 cm. Onder normale omstandigheden isedlitvoorjaar/zomer. Dit kan
vervroegd worden door de planten in een kas votek&en. Verder dient het materiaal
gezond te zijn. De selectie van goed uitgangsnaadeis bepalend voor het slagen van
weefselkweek en het soortecht terugkomen van hietriaal.

b) Inzet

1. Voorbereiding
De jonge scheuten worden in oogstekken gesnederge&een de bladeren verspreid
over de stengel zitten worden er stekken van omge8ecm genomen, waarbij er
rekening gehouden wordt met ongeveer 1 - 1,5 cna signgel onder en boven de ogen.
Het blad wordt verwijderd en de bladstelen worderit 1,5 cm ingekort.

2. Ontsmettingsprocedure
Indien het materiaal vuil is worden de stekjes ondE#omend water gespoeld.
Vervolgens worden ze gesteriliseerd door ze adhtemgens 10 seconden te dompelen
in 80 % (viv) ethanol-oplossing, gevolgd door 30 naten 1 % (w/v)
natriumhypochloriet-oplossing met 1 druppel Twe8rp2r liter. Na de sterilisatie wordt
er 3 keer gespoeld met steriel water gedurendei 1% minuten.

3. Explantaten
De gesteriliseerde oogstekken worden tot enkedm @gsneden. Onder het oog moet
er een stukje steel blijven zitten van + 0,5 cmleAdoor chloor aangetaste delen
worden weggesneden.
Als medium wordt Murashige en Skoog 1962, ofwel-M&dium, gebruikt, per liter
aangevuld met 30 gram saccharose, 1,0 mg BAP, §/BIBA en 6 gram agar. VVoor
de inzet worden glazen buizen (2,5 x 15 cm.) metml%nedium gebruikt. Per buis
wordt een explantaat op het medium geént, waagbipbg boven het medium blijft.
Het materiaal wordt gekweekt gedurende 6 weker2®iC en 14 uur TL licht, 35
uE/s/nf per dag, kleur 33.

c) Vermeerdering

1. Eerstefasevermeerdering
Uit de inzetfase ontstaan scheutjes van 2 tot faogmet diverse verspreid aanwezige
bladeren. De goed groeiende scheutjes worden Visgedesmetting gecontroleerd,
gevolgd door een toets op de aanwezigheid vantéatscterién, waarbij ieder scheutje
individueel getest wordt. Alleen de scheuten dipvan bacterién zijn worden voor het
vervolg in weefselkweek gebruikt.

2. Vermeerdering
Het vermeerderingsmateriaal bestaat een clumlhjeuges van 2 tot 4 cm lang met
verspreid staande bladeren (foto’s 43 en 44), eeehtwat callus aan het wondvlak.
Deze worden in top- en tussenstekken gesnedenpivaaronder het gesneden oog
een stukje stengel aanwezig blijft. Eventueel aamyveallus wordt verwijderd.
Als medium wordt MS-medium gebruikt, per liter gamuld met 30 gram saccharose,
0,5 mg BAP en 6 gram agar. In de vermeerdering &ogtotere kweekeenheden als
glazen pot of plastic doosje met 100 ml medium gihr Per container worden 16
explantaten op het medium geént, waarbij het oogetbchet medium blijft. Het
materiaal wordt gekweekt gedurende 6 weken bij 28i@4 uur TL licht, 3RE/s/nf
per dag, kleur 33.
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d) Beworteling (voorlopig)
Het materiaal, dat bestaat uit clumbjes van 2 taim}lang met verspreid staande
bladeren, eventueel wat callus en uitscheiding fegtnwondvlak, wordt in top- en
tussenstekken gesneden, waarbij er onder het gasnedg een stukje stengel
aanwezig blijft. Eventueel aanwezig callus wordiwiglerd.
Als medium wordt MS-medium op halve sterkte gelruger liter aangevuld met 20
gram saccharose, 1,0 mg IBA en 6 gram agar. Dift gem bewortelingspercentage
tussen de 30 en 50%. Voor de beworteling wordeteggaeenheden als glazen pot of
plastic doosje met 100 ml medium gebruikt. Per @imier worden 16 explantaten op
het medium geént waarbij het oog boven het medilijft. BHet materiaal wordt
gekweekt gedurende 6 weken bij 19°C en 12 uur @hti35pE/s/nf per dag, kleur
33, waarbij de eerste week het materiaal in vajieltinker geplaatst wordt.

e) Afharden

Het bewortelde materiaal bestaat uit een scheuwdje angeveer 2 tot 3 cm met

verspreid staande bladeren en diverse wortels @) De plantjes worden in het

laboratorium of in de kas voorzichtig uit het mediugehaald. Eventuele

mediumresten worden verwijderd waarna het op edrghats tray in een mix van turf

en perlite opgeplant wordt. De trays worden bevigdhen onder tunnels geplaatst.
Het materiaal wordt de eerste twee weken onder hmdvochtigheid aangezet tot de
vorming van nieuwe wortels en de eerste uitgroei da scheut. Na de eerste weken
wordt gestart met luchten waarmee de plantjes weana de lagere luchtvochtigheid.
Na 6 weken is het materiaal voldoende uitgegroeidsgreken we van een semi-
afgehard plantje dat uitgeleverd kan worden (f@p 4
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DA

Foto 43. Vermerdering Malus in container. Foto@imbs Malus voor snijden.

Foto 46. Afharden Malus.
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5.13.

Protocol Phyllostachys

a) Voorfase (voorlopig)

Als uitgangsmateriaal dienen goed groeiende sche@eder normale omstandigheden
geldt hiervoor het voorjaar/zomer. Verder dientrnateriaal gezond te zijn. De selectie
van goed uitgangsmateriaal is bepalend voor heeslaran weefselkweek en het
soortecht terugkomen van het materiaal.

b) Inzet (voorlopig)

1.

2.

Voorbereiding

De jonge scheuten worden in oogstekken gesnedeetdrtad wordt verwijderd.
Ontsmettingsprocedure

Indien het materiaal vuil is worden de stekjes ondE#omend water gespoeld.
Vervolgens worden ze gesteriliseerd door ze adhtemgens 10 seconden te dompelen
in 80 % (viv) ethanol-oplossing, gevolgd door 30 naten 1 % (w/v)
natriumhypochloriet-oplossing met 1 druppel Twe8rp2r liter. Na de sterilisatie wordt
er 3 keer gespoeld met steriel water gedurendei 1% minuten.

Explantaten

De gesteriliseerde oogstekken worden tot enkeds @gsneden. Onder het oog moet
er een stukje steel blijven zitten van + 0,5 cmleAdoor chloor aangetaste delen
worden weggesneden.

Als medium wordt Murashige en Skoog 1962, ofwel-M&dium, gebruikt, per liter
aangevuld met 30 gram saccharose, 3,0 mg BAP erm4p@ctieve kool. Voor de
inzet worden glazen buizen (2,5 x 15 cm.) met Smadium gebruikt. Per buis wordt
een explantaat op het medium geént, waarbij hetbmygn het medium blijft. Het
materiaal wordt gekweekt gedurende 8 weken bij 28i@4 uur TL licht, 3RE/s/n?

per dag, kleur 33.

c) Vermeerdering (voorlopig)

1.

Eerste fase vermeerdering

Uit de inzetfase ontstaan scheutjes van 3 tot Gaommmet diverse aanwezige bladeren.
De goed groeiende scheutjes worden visueel op I&sgngecontroleerd, gevolgd door
een toets op de aanwezigheid van latente bactevigbij ieder scheutje individueel
getest wordt. Alleen de scheuten die vrij van bétezijn worden voor het vervolg in
weefselkweek gebruikt.

Vermeerdering

Het inzetmateriaal dient wortel te schieten omverimeerdering over te kunnen gaan.
Het aanzetten tot wortelvorming is niet gevondeshter spontaan schieten enkele
explantaten wortel.

Het vermeerderingsmateriaal bestaat een clumbjeusies van 5 tot 10 cm lang met
verspreid staande bladeren (foto 47). Deze worderlumbjes van 2 tot 3 scheuten
gesneden, waarbij ieder clumbje van een wortelzienrmoet zijn. Scheuten worden
ingekort tot ongeveer 3 cm.

Als medium worden afwisselend twee media gebrwigtpasis van MS-medium, per
liter aangevuld met 30 gram saccharose, 3,0 mg BAPIg kinetine en afwisselend
met en zonder 400 mg actieve kool. In de vermemrgleworden grotere
kweekeenheden als glazen pot of plastic doosje S8eml medium gebruikt. Per
container worden 5 explantaten op het medium geg&aérbij het oog boven het
medium blijft. Het materiaal wordt gekweekt geduteré weken bij 23°C en 14 uur
TL licht, 35 uE/s/nt per dag, kleur 33.
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d) Beworteling (voorlopig)
Het materiaal, dat bestaat uit clumbjes van 5 @t lang met verspreid staande
bladeren, wordt in clumbjes van 2 tot 3 scheutesngden, waarbij ieder clumbje van
een wortel voorzien moet zijn. Lange scheuten wordgekort tot ongeveer 3 cm.
Als medium wordt MS-medium gebruikt, per liter aamgld met 30 gram saccharose,
3,0 mg BAP en 400 mg actieve kool. Voor de bewmtelworden grotere eenheden
als glazen pot of plastic doosje met 100 ml medyeforuikt. Per container worden 16
explantaten op het medium geént waarbij het oogeolvet medium blijft. Het
materiaal wordt gekweekt gedurende 4 weken bij 281@4 uur TL licht, 3RE/s/nf
per dag, kleur 33.

e) Afharden

Het bewortelde materiaal bestaat uit een clumbjewges van ongeveer 4 tot 7 cm
met verspreid staande bladeren en diverse wori@¢s.plantjes worden in het
laboratorium of in de kas, voorzichtig uit het medi gehaald. Eventuele
mediumresten worden verwijderd waarna het op edrgh@ts tray in een mix van turf
en perlite opgeplant wordt. De trays worden bevgdhen onder tunnels geplaatst.
Het materiaal wordt de eerste twee weken onder hmipvochtigheid aangezet tot de
vorming van nieuwe wortels en de eerste uitgroei da scheut. Na de eerste weken
wordt gestart met luchten waarmee de plantjes weaaa de lagere luchtvochtigheid.
Na 6 weken is het materiaal voldoende uitgegrogidsgreken we van een semi-
afgehard plantje dat uitgeleverd kan worden.

Foto 47. Vermeerdering Phyllostachys voor snijden.
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5.14.

Protocol Pioen

a) 1.Voorfase

b) 2

Als uitgangsmateriaal dienen planten met goed ¢®elde ogen op de knolvormige
wortels. Inzet vindt bij voorkeur in het voorjadagts na dat de kiemrust gebroken is.
Verder dient het materiaal gezond te zijn. De $elecan goed uitgangsmateriaal is
bepalend voor het slagen van weefselkweek en hatesbt terugkomen van het
materiaal.

I nzet

Voorbereiding

Van de knolvormige wortels wordt de grond verwigevervolgens worden ze gespoeld
onder stromend water. De ogen worden ruim uit deelgogesneden.
Ontsmettingsprocedure

De uitgesneden ogen worden gesteriliseerd doorchteraenvolgens 10 seconden te
dompelen in 80 % (v/v) ethanol-oplossing, gevolgubrd15 minuten 1 % (w/v)
natriumhypochloriet-oplossing met 1 druppel Twe8rpgr liter. Na de sterilisatie wordt
er 3 keer gespoeld met steriel water gedurended, 1% minuten.

Explantaten

Uit het oog wordt grofweg het groeipunt geprepatesaet behulp van een binoculair.
Het groeipunt wordt nogmaals gesteriliseerd met @&v) natriumhypochloriet-
oplossing gedurende 1 tot 2 minuten, gevolgd do&edr spoelen met steriel water
gedurende 5 minuten. Het groeipunt wordt verdegepitepareerd tot een meristeem
met een grootte van 2 tot 4 mm

Als medium wordt Murashige en Skoog 1962, ofwel M8&dium, gebruikt, per liter
aangevuld met 20 gram saccharose, 10 gram glugd@seng BAP, 0,8 mg GA3 en 7
gram agar. Voor de inzet worden glazen buizen 2% cm.) met 15 ml medium
gebruikt. Per buis wordt een explantaat op het umedjeént. Het materiaal wordt
gekweekt gedurende 8 weken bij 15°C en 12 uur &ht,i35uE/s/nf per dag, kleur
33.

c) 3.Vemeerdering

1.

Eerste fase vermeerdering

Uit de inzetfase ontstaat een plant van 2 tot 6nosh aan de basis een of meerdere
kleine scheuten (foto 48). De scheutjes wordeneekwp besmetting gecontroleerd,
gevolgd door een toets op de aanwezigheid vantéatecterién, waarbij ieder scheutje
individueel getest wordt. Alleen de scheuten digwan bacterién zijn worden voor het
vervolg gebruikt.

Vermeerdering

Het vermeerderingsmateriaal bestaat uit clumbsivan 6 cm lang met een hoofdscheut
en verschillende kleinere scheuten (foto 49) methman callus en uitscheiding aan het
wondvlak. Deze worden verdeeld in 1 grote scheutln#@& 2 kleine scheuten. Bladeren
worden ingekort tot 2 cm; eventueel aanwezig calps wegsnijden maar rand met
ogen laten zitten.

Als medium wordt MS-medium gebruikt, per liter aamgld met 20 gram saccharose, 10
gram glucose, 2,0 mg BAP, 0,8 mg &#&n 5,5 gram agar. In de vermeerdering worden
grotere kweekeenheden als glazen pot of plastisj@oeet 100 ml medium gebruikt. Per
container worden 16 explantaten op het medium gédgit materiaal wordt gekweekt
gedurende 8 weken bij 15°C en 12 uur TL lichtp8s/m2 per dag, kleur 33.
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d) 4.Beworteling
Het vermeerderingsmateriaal, dat bestaat uit cluwdn 4 tot 6 cm lang met een
hoofdscheut en verschillende kleinere scheuterwaebruin callus en uitscheiding aan
het wondvlak, wordt tot enkele scheuten gesnedaarhy te lang blad wordt ingekort.
Eventueel aanwezig callus wordt verwijderd waatbipasis taps gesneden wordt in een
v-vorm.
Als medium wordt DKW/Juglans-medium gebruikt, péerlaangevuld met 20 gram
saccharose, 1,0 mg IBA en 9 gram agar. Voor de Helway worden grotere
eenheden als glazen pot of plastic doosje met 10@edium gebruikt. Per container
worden 16 explantaten op het medium geént. Hetrraatevordt gedurende 4 weken
geinduceerd bij 9°C in het donker en daarna biji®°fet licht, 12 uur TL, 3RE/s/nf
per dag, kleur 33. Vervolgens wordt het materiaaleken bij 5°C geplaatst in het
licht, 12 uur TL, 35uE/s/nf per dag, kleur 33. V46r het afharden wordt hetemial
1 week bij 15°C geplaatst in het licht, 12 uur BBuE/s/nt per dag, kleur 33.

e) 5. Afharden (voorlopig)

Het bewortelde materiaal bestaat uit een scheatjeongeveer 4 cm met verspreid
staande bladeren, diverse wortels en wat uitsaingigan de basis (foto 50 en 51). De
plantjes worden in het laboratorium of in de kasrzechtig uit het medium gehaald.

Eventuele mediumresten worden verwijderd waarnaopeten 104-gaats tray in een
mix van finnpeat en perlite opgeplant wordt. Deysravorden bevochtigd en onder

tunnels geplaatst. Het materiaal wordt de eersteetwveken onder hoge

luchtvochtigheid aangezet tot de vorming van niewaéels en de eerste uitgroei van
de scheut. Na de eerste weken wordt gestart mieteluiavaarmee de plantjes wennen
aan de lagere luchtvochtigheid. Na 8 weken is hekeraal voldoende uitgegroeid en
spreken we van een semi-afgehard plantje dat eitged kan worden (foto 52). Het

slagingspercentage in deze fase ligt echter ngéhadan 25 procent.
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Foto 48. Uitgroei meristeem pioen na initiatie. d-49. Vermeerdering pioen in container.

FotoBeworteling pioen, planten uitgehaald.
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5.15. Protocol Rosa (onderstam en cultivar)

a) Voorfase
Als uitgangsmateriaal dienen goed groeiende, j@ofpeuten van ongeveer 30 cm. Dit
kan in principe jaarrond indien de planten in eas ggekweekt worden. Verder dient het
materiaal gezond te zijn. De selectie van goedanggmateriaal is bepalend voor het
slagen van weefselkweek en het soortecht terugkearehet materiaal.

b) Inzet

1. Voorbereiding
De jonge scheuten worden in oogstekken gesnedemges&een de bladeren verspreid
over de stengel zitten worden er stekken van omge8ecm genomen, waarbij er
rekening gehouden wordt met ongeveer 1 - 1,5 cma signgel onder en boven de ogen.
Het blad wordt verwijderd en de bladstelen woraerit 1,5 cm ingekort.

2. Ontsmettingsprocedure
Indien het materiaal vuil is worden de stekjes ondEomend water gespoeld.
Vervolgens worden ze gesteriliseerd door ze actiterdgens 10 seconden te dompelen
in 80 % (viv) ethanol-oplossing, gevolgd door 30 nuen 1 % (w/v)
natriumhypochloriet-oplossing met 1 druppel Twe8rp2r liter. Na de sterilisatie wordt
er 3 keer gespoeld met steriel water gedurended, 1% minuten.

3. Explantaten
De gesteriliseerde oogstekken worden tot enkeds @gsneden. Onder het oog moet
er een stukje steel blijven zitten van + 0,5 cmleAdoor chloor aangetaste delen
worden weggesneden.
Als medium wordt Murashige en Skoog 1962, ofwel-M&dium, gebruikt, per liter
aangevuld met 30 gram saccharose, 0,1 mg BAP erad ggar. Voor de inzet
worden glazen buizen (2,5 x 15 cm.) met 15 ml nmedgebruikt. Per buis wordt een
explantaat op het medium geént, waarbij het oogeboket medium blijft. Het
materiaal wordt gekweekt gedurende 6 weken bij 2814 uur TL licht, 3RE/s/nf
per dag, kleur 33.

c) Vermeerdering

1. Eerstefase vermeerdering
Uit de inzetfase ontstaan scheutjes van 3 tot Taognmet diverse verspreid aanwezige
bladeren. De goed groeiende scheutjes worden Visgedesmetting gecontroleerd,
gevolgd door een toets op de aanwezigheid vantéatecterién, waarbij ieder scheutje
individueel getest wordt. Alleen de scheuten digwan bacterién zijn worden voor het
vervolg in weefselkweek gebruikt.

2. Vermeerdering
Het vermeerderingsmateriaal bestaat uit scheugas3 tot 7 cm lang met verspreid
staande bladeren (foto’s 53 en 54) en eventueeluitstheiding aan het wondvlak.
Deze worden in top- en tussenstekken gesnedenpivaaronder het gesneden oog
een stukje stengel aanwezig blijft. Eventueel aamgyveallus wordt verwijderd.
Als medium wordt DKW/Juglans-medium gebruikt, fieer aangevuld met 30 gram
saccharose, 0,1 mg BAP, 5 mg/l &én 3,5 gram agar. In de vermeerdering worden
grotere kweekeenheden als glazen pot of plastisjdonet 100 ml medium gebruikt.
Per container worden 16 explantaten op het medie#mtg waarbij het oog boven het
medium blijft. Het materiaal wordt gekweekt geduteré weken bij 23°C en 14 uur
TL licht, 35uE/s/nf per dag, kleur 33.
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d) Beworteling

Het vermeerderingsmateriaal, dat bestaat uit $gsewan 3 tot 7 cm lang met
verspreid staande bladeren en eventueel wat uitdocgeaan het wondvlak, wordt in
top- en tussenstekken gesneden, waarbij er ondeyesaeden oog een stukje stengel
aanwezig blijft.

Als medium wordt MS-medium op halve sterkte geltrugler liter aangevuld met 20
gram saccharose en 3,5 gram agar. Voor de bewwytelorden grotere eenheden als
glazen pot of plastic doosje met 100 ml medium gihr Per container worden 16
explantaten op het medium geént waarbij het oogeolvet medium blijft. Het
materiaal wordt gekweekt gedurende 4 weken bij 281@4 uur TL licht, 3pE/s/nf
per dag, kleur 33.

e) Afharden

Het bewortelde materiaal bestaat uit een scheatjeomgeveer 2 cm met verspreid
staande bladeren, diverse bruine lange wortelsatuitscheiding aan de basis. De
plantjes worden in het laboratorium of in de kaesrzachtig uit het medium gehaald.
Eventuele mediumresten worden verwijderd waarnapeten 104gaats tray in een
mix van turf en perlite opgeplant wordt. De traysrden bevochtigd en onder tunnels
geplaatst. Het materiaal wordt de eerste twee wekder hoge luchtvochtigheid
aangezet tot de vorming van nieuwe wortels en daeeaitgroei van de scheut. Na de
eerste weken wordt gestart met luchten waarmedatiggs wennen aan de lagere
luchtvochtigheid. Na 6 weken is het materiaal velilte uitgegroeid en spreken we
van een semi-afgehard plantje dat uitgeleverd kamlen.

Foto 53. Vermeerdering Rosa (onderstam). Fotd/BAneerdering Rosa (cultivar).
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6. Conclusies

6.1. Weefselkweek

Het ontwikkelen van weefselkweekprotocollen voorirdéet project opgenomen gewassen is
goed verlopen. Voor de gewassen Clematis, Cotimapghne, Delphinium, Helleborus,
Hydrangea, Liquidambar, Mahonia en Rosa is eenedigl protocol ontwikkeld. Van de
gewassen Anemone, Berberis, Hippophae, Malus, RaearPhyllostachys is een groot deel
van het protocol ontwikkeld, waarbij er bij divergan deze gewassen het protocol binnen
handbereik is. De ontwikkeling van het protocol wdeet gewas Pseudopanax is niet
uitgevoerd wegens het uitvallen van het materiaedlugende de inzetfase en het niet
beschikbaar zijn van nieuw materiaal ter inzet.

6.2. Praktijk

Van de gewassen Berberis, Cotinus, Daphne, Delghini Helleborus, Hippophae,
Hydrangea, Liquidambar, Mahonia, Malus, Phyllosyaclen Rosa (1 ras) is materiaal
uitgeleverd. Van de geleverde Delphiniumrassereidaken dat de verbeterde kwaliteit door
het gebruik van antioxidanten niet tot een betdrenellere doorgroei in de kas leidt; het
materiaal groeit normaal weg, gelijk de controleanV het gebruik van een type
oxidatieremmer is gebleken dat het tot bloeiafwmiglen leidt. Om die reden wordt dit type
antioxidant niet verder gebruikt. Van de uitgeleleeHydrangea (quercifolia) is gebleken dat
het weefselkweek vermeerderingsmateriaal direstdkken is en een betere doorgroei heeft
dan het materiaal dat eerst beworteld is. De Lgmidar, ingebracht vanwege de kleur van de
stam, vertoont dezelfde eigenschappen als de maaderOok het materiaal van de Mahonia
is volledig soortecht beoordeeld. Van de overigeagsen is geen reactie ontvangen. Voor
een deel komt dit omdat het materiaal nog nieto®tdle gegroeid is.

7. Aanbevelingen

Met het afronden van het project is het verloopvgkéerd. Vooropgesteld dat dit project
bewezen heeft dat er via het samenwerkingsverhasém sector en laboratorium een goede
wending aan de problematiek van de houtige en bloeEmachtige gewassen gegeven is, zijn
er een aantal punten ter aanbeveling te noemen.aDmét voor alle gewassen het
eindresultaat volledig gehaald is, is het opzetsameen aanvullend project waarin de aanpak
van deze problemen gecontinueerd kan worden eed gervolg. Wanneer het project
organisatorisch bekeken wordt is gebleken dat typze en deelnemen twee verschillende
zaken gebleken zijn. Voor de toekomst is het vaditer de bedrijven die interesse in
deelname hebben deze eerst contractueel vastgenleBit zal een hoop aanloopproblemen
voorkomen en de continuiteit bevorderen. Daarnaagtbleken dat het tweede gedeelte van
het project, de kwekersbijdrage in tijd, lastiglteumenteren is gebleken. Vanuit de kwekers
is nauwelijks reactie ontvangen op de declaratretydsbesteding, terwijl de tijd hieraan wel
besteed is.
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