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BIJ DE NEDERLANDSE UITGAVE

Het vakgebied van de plantaardige weefselkweek vertcont sinds enige
Jaren een onstuimige groei. De moeizaam verworven onderzoeksresultaten en
inzichten hebben hun weg naar de praktijk gevonden en worden nu op steeds
grotere schaal toegepast. Anno 1985 waren er in Nederland 36 miljoen plan-
ten, verkregen via in vitro vermeerdering, op de markt gebracht; de ver-
wachting is dat dit aantal in 1990 de 100 miljoen ruim gepasseerd zal zijn.

Voor een oordeelkundige toepassing van weefselkweek is een adequate
methodische en theoretische kennis onontbeerli jk. Hoewel al een verdien-
stelijke aanzet tot vorming en overdracht van deze kennis via landbouwonder-
wijs en -voorlichting wordt gerealiseerd (denken we onder meer aan het boek
van prof.dr. R.L.M. Pierik: ‘Plantenteelt in kweekbuizen'), toch doet zich
het gebrek aan goede handboeken voelen, te gebruiken door bedrijfsleiders,
kwekers, onderzaoekers en studenten, met name om een beter begrip te krijgen
van fundamentele processen als de groei van plantecellen, de werking van
meristemen en de ontwikkeling van organen.

"Door zijn activiteiten bij de totstandkoming van bilaterale betrek-
kingen tussen Frankrijk en Nederland op het niveau van landbouwkundig onder-
zoek (en met name de plantebiotechnologie) kwam Dr. P.A.Th.J. Werry rond
1983 als toenmalig onderzoekscoordinator bij de Directie Landbouwkundig
Onderzoek (DLO) van het Ministerie van Landbouw en Visserij en toendertijd
als voorzitter van de Nederlandse Vereniging voor Plantecel- en -weefsel-
kweek in aanraking met het boek 'Bases de la multiplication végétative' van
Dr. J. Margara en bracht het onder de aandacht van de Vereniging. Dit boek
bleek een schat aan informatie te bevatten en op een dusdanige manier ge-
schreven te zijn dat het de functie van het gewenste handboek uitstekend zou
kunnen vervullen. Van het boek bestond helaas alleen een franstalige versie.
Een van de leden van de Vereniging, Ir. F.A. Hakkaart, bood zich echter
spoedig aan om het boek in het Nederlands te vertalen.

Of schoon deze vertaling in ruwe versie spoedig gereed was waren diverse
contacten vanuit het Bestuur met uitgeverijen negatief. Men was met name
huiverig voor de relatief kleine Nederlandstalige markt. Het Bestuur besloot
daarop zelf de rechten van de vertaling bij de INRA (Institut National de la
Recherche Agronomique) te verwerven. Het opvragen en vrijgeven van deze
rechten en met name van de originele foto's en schema's bleek een zeer

moeizame procedure, alle bilaterale verdragen ten spijt. Het is uiteindelijk



gelukt, ware het dat niet alle originele afbeeldingen verkregen konden
worden. De tekst diende derhalve hieraan aangepast te worden, naast diverse
andere ingrepen.' Een redactiecommissie, bestaande uit Dr. J.H.N. Schel, Dr.
L.J.W. Gilissen en Mw.Drs. S.E. Stumpel-Rienks heeft zich van deze taak
gekweten. Hulp werd hen daarbij gebodenvdoor Dr. G. Staritsky, Dr.ir. S.
Roest en Ir. D.H. Vuyk. De tekstverwerking vond plaats door Mw. J. Cobben-
Molenaar en mw. G.G. van der Hoef-van Espelo.

Ondertussen was contact gezocht met een aantal firma's ~ allen als
leden binnen onze Vereniging aanwezig - met het verzoek om een financiéle
bijdrage voor het project. Toen dan ook nog uiteindelijk een garantie-
subsidie bij een van hen voor de drukkosten verkregen kon worden stond niets
meer een verdere uitgave in eigen beheer in de weg. Drukkerij Ernsting te
Wageningen mocht het karwei afmaken. Het resultaat van deze gezamenli jke
inspanningen ligt thans voor U. Wij zijn een ieder, die hierbij betrokken

is geweest, bijzonder erkenteli jk.

mei 1987 Het bestuur van de Nederlandse Vereniging voor

Plantecel- en ~weefselkweek

10



NGOGT VAN DE VERTALER

Het bestuur van de Nederlandse Vereniging voor Plantecel- en weefsel-
kweek heeft besloten het Franstalige handboek over weefselkweek door J.
Margara in het Nederlands te laten vertalen en uitgeven. Ondergetekende
heeft geprobeerd van dit boek een zo getrouw mogelijke weergave te maken.
Bij het doorwerken van de tekst krijgt de lezer veel waardering voor de
wijze waarop de stof is behandeld. Wel ben ik van mening dat enkele proble-
men van de weefselkweek onvoldoende aasndacht hebben gekregen. Na overleg met
het bestuur werd overwogen over twee van deze problemen een aparte korte
samenvatting te schrijven en deze als aanhangsel aan het boek toe te voegen.

Het eerste onderwerp betreft glazigheid in de weefselkweek. Dit pro-
bleem wordt niet in het boek behandeld, maar elke weefselkweker krijgt er
mee te maken. In enkele gevallen is het zelfs een beperkende factor. De
laatste jaren is iets meer bekend geworden over de achtergrond en het voor-
kémen van dit verschijnsel. Ik heb geprobeerd de stof kort samen te vatten
en vooral recente gegevens te verwerken.

Het tweede onderwerp betreft de overgang van het jonge weefselkweek-
plantje naar de grond. Dit wordt door de auteur zeer summier behandeld.
Vooral de toegepast werkende weefselkweker weet, dat in dit stadium grote
verliezen kunnen optreden en dat deze fase soms zelfs een beperkende factor
wordt. Moeite en kosten, die in voorgaande stadia zijn gemaakt gaan dan
verloren. Het onderzoek heeft zich nog te weinig met dit probleem bezig
gehouden. Dok hier heb ik geprobeerd, zonder volledig te zijn, het onder-
werp beknopt samen te vatten en de belangrijkste factoren te behandelen,
waarbij vooral recente literatuur geciteerd wordt. De lezer kan zich in
korte tijd inwerken en zich aan de hand van de literatuur verder in het
onderwerp verdiepen.

Een derde onderwerp betreft variatie in de weefselkweek. Dit verdient
volgens mij in een handboek meer aandacht dan het hier heeft gekregen. Het
onderwerp is echter dermate uitgebreid, dat ik van een beknopte bewerking
heb afgezien.

Samenvattend meen ik, dat er nu een aantrekkelijk boekwerk beschikbaar
is, dat voor veel Nederlandstaligen gemakkelijker toegankelijk is dan de
originele uitgave. Studenten zullen na bestudering van dit boek een goede
basiskennis van het vakgebied hebben, waarop ze kunnen voortbouwen. De

gevorderde weefselkweekonderzoekers en leiders van commerciéle weefselkweek-



laboratoria zullen in het boek ongetwijfeld elementen aantreffen, die bij
hun eigen werk van nut kunnen zijn.

Dat het boek in het Nederlandse taalgebied goed ontvangen mag worden!

Ir. F.A. Hakkaart

Jean REBISCHUNG heeft mij tot het schrijven
van dit werk asangezet. Ik draag het op ter

nagedachtenis aan hem en aan George MOREL.



TEN GELEIDE

Onbeperkt doorkweken van planteweefsels is sinds 45 jear mogelijk. In
het voorjaar van 1937 werd het eerste weefsel geisoleerd waarvan de groei-
kracht dankzij regelmatig overzetten tot nu toe in stand is gebleven. Sinds
1941 kon men volledige planten verkrijgen uit kleine delen van organen of
uit stukjes weefsel. Toch was deze vegetatieve vermeerdering in vitro
slechts mogelijk door gebruik te maken van weefsel met slapende knoppen of
van weefsel dat in staat was om deze spontaan te vormen. De beworteling bood
geen enkel probleem dankzij wortelvormende auxinen, waarvan het gebruik al
geruime tijd bekend was. In 1955 heeft de ontdekking van kinetine - een stof
met een krachtige scheutvormende werking - en daarna van andere cytokininen
het mogelijk gemaakt om de vorming van adventieve scheuten in bijna onbe-
perkte mate te bewerkstelligen. Ne beworteling van deze scheuten door behan-
deling met gibberellinezuur en auxinen, groeiden ze uit tot volledige plan-
ten. Deze vegetatieve vermeerdering in vitro werd sinds 1962 vergemakkeli jkt
door de ontwikkeling van bijzonder geschikte minerale voedingsmedia.

De kweek van topmeristemen met als doel virusziekten te elimineren werd
ongeveer dertig jaar geleden gerealiseerd. De eerste toepassing van wat men
op een weinig elegante manier microvermeerdering noemt, vond een twintigtal
jaren geleden plaats. De vorming van somatische embryo's uit in vitro
gekweekte weefsels werd voor het eerst ontdekt in 1947, terwijl de produktie
van embryo's uit pollenkorrels pas in 1964 verkregen werd.

Fen ander belangrijk onderzoeksgebied werd vanaf 1950 ontgonnen door
onderzoekers, die in de farmaceutische industrie werkzaam waren. Zij begon-
nen via celkweken van medicinale planten geneesmiddelen te produceren. Hun
resultaten, die weliswaar uit fundamenteel oogpunt zeer oorsponkelijk waren,
vonden op dat ogenblik echter geen praktische toepassing.

In 1954 bracht men de kweek van vrije cellen tot stand, hetgeen grote
verwachtingen wekte bij de genetici. Tien jaar later werden deze verwachtin-
gen gesteld aan protoplasten, waarvan de isolatie aan het einde van de 19%e
eeuw en de fusie al in 1909 gelukt was.

Zo waren v66r 1965 de hoofdlijnen van de weefselkweek volledig bekend. Dit
resultaat werd, zoals we zullen zien, in een periode van dertig jaar stap
voor stap tot stand gebracht. Dit is begrijpelijk, aangezien het werk van
pioniers in wezen op ideeén gebaseerd was. Hierdoor kan de ontwikkeling niet

even snel gaan als die in de techniek.



Of schoon weefselkweek een methode is die gemakkelijk te populariseren
was, bleef deze gedurende enige decennia met een waas van geheimzinnigheid
omgeven. Enkele tuinbouwkundigen pasten weefselkweek echter met succes toe
bij de studie van concrete en economisch belangrijke problemen, zoals het
elimineren van virusziekten of de vermeerdering van orchideeén. Hun vooruit-
gang was overigens bescheiden en de beschikbare middelen waren beperkt. Maar
nog geen tien jaar geleden wekte de weefselkweek plotseling een ware
geestdrift op. Onderzoekers, praktijkmensen, industriélen, financiers en
zelfs politic gingen hartstochteli jk de verwachtingen koesteren, die meer
dan dertig jaar onderdrukt waren.

De pioniers werden toen overspoeld door de haast van diegenen die plot-—
seling het belang van deze methode waren gaan inzien, een methode die gedul-
dig ontwikkeld was met behulp van vaak belachelijk weinig middelen. Deze
explosieve ontwikkeling kon natuurlijk niet harmonieus verlopen. Vaste
regels werden veronachtzaamd en met stelligheid gepresenteerde voordrachten
maskeerden de voosheid van bepaalde resultaten.

Deze situatie was in zekere zin vergeeflijk, want de beginners beschikten
niet over degelijke handboeken. Die van de pioniers waren uit de tijd
geraakt, terwijl ook in de werken van de meest bekwame onderzoekrs de
technische aspecten nauwelijks enige aandacht kregen.

Men realiseerde zich zeer goed dat de meestbelovende toepassing van weefsel-
kweek die van de vegetatieve vermeerdering was. Daarom was het wenselijk om
over een boekwerk te beschikken, dat in staat was om de overgang te verzeke-
ren van de klassieke technieken naar de nieuwe methoden van weefselkweek.
Het is de verdienste van Jacques Margara een dergelijk werk gerealiseerd te
hebben.

Daar hij zich &l meer dan twintig jaar bezighoudt met de verschijnselen
van orgaanvorming, welke optreden in weefsels, die in vitro gekweekt worden,
is hij zeer ter zake kundig, waardoor hij in staat is om zowel de kracht als
de beperkingen ervan te onderkennen. Hij weet zeer goed, dat bepaalde tradi-
tionele werkwijzen nu verouderd zijn, en dat het nodig is om deze te ver-
laten of ze te vernieuwen zonder evenwel uit het oog te verliezen, dat
bepaalde plannen nog tot het rijk der dromen behoren.

Dit werk steunt op strikt fundamentele gegevens, waaraan voortdurend gerefe-
reerd wordt. Jacques Margara brengt de lezer er niet toe om de realiteit van
de feiten uit de weg te gaan, maar legt het accent op de bruikbaarheid van

de methode.



Mensen uit de praktijk zullen er niet aan voorbij kunnen gaan om voort-
durend dit heldere en opmerkelijk goed geillustreerde boek te raadplegen,
hetgeen hen voor heel wat mislukkingen zal behoeden. Voorts zullen mensen
uit het fundamentele onderzoek er talrijke onderwerpen ter overweging in
vinden en, zoals mijn leerling George Morel zaliger suggereerde, hierdoor

kunnen nadenken over wat wel en wat niet mogelijk is in de weefselkweek.

Professor R. Gautheret



Professor R. Gautheret, die zich voort-
durend voor mijn werk over de vegetatieve
orgasnvorming of bloemvorming in vitro
interesseerde, heeft mijn manuscript
doorgelezen en mij veelvuldig raad ge-
geven. Dat hij hier de uitdrukking van

mijn zeer diepe dankbaarheid moge vinden.



Nous ne sommes savants que de la science présente

Montaigne

VOORWOORD

Het vermogen tot vegetatieve vermeerdering* kan beschouwd worden als
een fundamentele eigenschap van planten. In principe bezit elke diploide cel
in zijn kern de totale karakteristieke informatie van het genotype. Het
ontstaan van een individu langs ongeslachtelijke weg vanuit een cel of een
klein aantal cellen is een uiting van de totipotentie* van de cel. Binnen
het geintegreerde leven in een veelcellig organisme brengen de cellen in het
algemeen slechts een klein gedeelte van deze informatie tot expressie. De
fundamentele totipotentie krijgt in het algemeen geen gelegenheid om tot
uiting te komen. Tijdens de ontwikkeling van het embryo en vervolgens van de
plant zelf differenti&ren en specialiseren de uit opeenvolgende delingen
afkomstige cellen zich. De cellen van volgroeide en verouderende organen
houden op met delen. Bij hogere planten blijven er evenwel altijd meris-
temen* bestaan, groepen van cellen, waaruit weefsels (histogenese*) of
organen (organogenese*) opgebouwd worden. Door hun bestaan is bij de plant
een voortdurende en onbeperkte orgaanvorming mogelijk. Dit in tegenstelling
tot de beperkte ontogenese* van hogere dieren, waar de vorming van organen
uitsluitend gedurende het embryonale leven plaatsvindt.

Er bestaat een verscheidenheid aan meristemen. Sommige zijn histogeen¥
en produceren gewoonlijk slechts weefsels (intercalaire meristemen, cambium,
enz.); andere zijn organogeen*. Wortelmeristemen zijn betrekkelijk eenvoudig
in hun structuur en hun werking. Stengelmeristemen zijn ingewikkelder en
verschillen meer van soort tot soort. Bovendien wijzigt hun structuur zich
tijdens de overgang naar de generatieve fase. Gescheiden van de moederplant
zijn ze vaak in staat om een nieuwe wortel aan de basis te maken en zo een
jonge plant te vormen. Ze verdienen dus de naam die hen vaak gegeven wordt,
namelijk ‘'vegetatiepunten'. De vegetatieve vermeerdering van hogere planten
is strikt afhankelijk van meristemen. De vele vegetatiepunten, zowel termi-
naal als axillair, zijn alle uitgangspunten voor vermeerdering. Dit ver-
zekert overleving ingeval van gedeelteli jke vernietiging en mag beschouwd
worden als een aanpassingsverschijnsel ter compensatie van de risico's van
de vaste standplaats.

* De sterretjes verwijzen naar de verklarende woordenlijst.



Welke ook de wijze van vegetatieve vermeerdering moge zijn (tradionele
stekmethode, kweek van meristemen of stengeltoppen, scheutvorming op een
callus of somatische embryogenese in vitro), het gaat altijd om de vorming
van nieuwe meristeemweefsels.

Spontane vegetatieve vermeerdering bij hogere planten is niet zeldzaam,
en er bestaan verschillende mechanismen en organen (stolonen*, bulbillen*,
enz.) die aangepast zijn aan deze wijze van vermeerdering. Hoe gevarieerd
ook, de aanpassing aan de vegetatieve vermeerdering blijft niet beperkt tot
deze voorbeelden. Uitbreiding van deze wijze van vermeerdering bij een zeer
groot aantal soorten en vele typen weefsels is één van de belangri jkste
toepassingen van de technieken van het in vitro kweken, waarmee R. Gautheret
begonnen is en waartoe het werk van wijlen G. Morel veel heeft bijgedragen.
De in vitro* cultuur van organen of weefsels veroorzaakt het opnieuw be-
ginnen van de mitosen. Door het bevorderen van de differentiatie* van de cel
wordt aan een groot aantal soorten eigenschappen, die onder normale omstan-
digheden onderdrukt worden, de mogeli jkheid gegeven om tot expressie te
komen.

De drie methoden van in vitro vermeerdering worden van elkaar onder-
scheiden op grond van de toename in moeili jkheidsgraad van de fundamentele
problemen die ermee samenhangen.

1. Het kweken van meristemen of stengeltoppen is een microstekmethode, die

het ontwikkelen van specifieke voedingsmedia noodzakelijk maakt. Dit
blijft de meest algemeen toepasbare methode en is de meest zekere om
het optreden van varianten* te voorkomen en de 'reproductie van gelijke
copieén' te waarborgen. Bovendien heeft deze het voordeel dat het
'fytosanitaire' aspect eventueel gekoppeld kan worden aan de vermeerde-
ring.

2. Het produceren van planten door nieuwvorming* van scheuten en wortels

aan een callus* kan in een misschien verre toekomst gebruikt worden om
deze wijze van vermeerdering tot elk willekeurig weefsel en elke wille-
keurige plantesoort uit te breiden. Deze doelstelling is echter nog
lang niet bereikt, temeer daar de scheutvorming hierbij meer afhanke-
lijk is van het oorspronkelijke weefsel dan van het voedingsmedium. De
methode toont dus de noodzaak van het onderzoek naar nog onbekende
faktoren van de dedifferentiatie* en de organogenese.

3. De somatische embryogenese* zou in de toekomst de ideale aanvulling van

het manipuleren op celniveau (mutagenese, protoplastenfusie, enz)



kunnen zijn, en de regeneratie van losse cellen mogelijk moeten maken.

Spontane polyembryonie* (meestal van cellen uit de nucellus) is slechts

bij een klein aantal soorten bekend (Citrus, Mangifera, enz). Weefselkweek

heeft het mogelijk gemaakt om de waarnemingen met betrekking tot somatische
embryogenese uit te breiden over enige tientallen families. Dit aantal
blijkt echter nog beperkt en de resultaten zijn niet altijd volledig repro-
duceerbaar.

Op het ogenblik is het verkrijgen van planten, die identiek zijn aan
het uitgangsmateriaal, een wezenlijk doel in de praktijk van de vermeer-
dering op half-industrig&le schaal. Door de kweek van meristemen of stengel-
toppen (Morel en Martin 1952, 1955) wordt nu in de meeste gevallen het
ontstaan van homogene klonen gewaarborgd (zie Martin 1980).

Op het fundamentele vlak vereist een beter begrip van de fysiologische

processen die samenhangen met de vermeerdering altijd een verdieping van het
onderzoek naar het ontstaansmechanisme van vegetatiepunten en van de embryo-
genese. De uitbreiding van de vegetatieve vermeerdering, die asan de weefsel-
kweek ten grondslag ligt, is van praktisch belang. Dit wordt steeds duide-
lijker ervaren op de beide terreinen die er rechtstreeks gebruik van maken,
n.l. de teelt (tuinbouw, boomteelt, enz.) en de plantenveredeling.
De vegetatieve vermeerdering in vitro wordt in de meeste gevallen nog lang
niet volledig beheerst. Dit zal pas gebeuren wanneer meer kennis over de
fundamentele mechanismen van differentiatie en dedifferentistie van de cel
verworven is. Momenteel is dit afhankelijk van de voortgang ven de weefsel-
kweektechnieken enerzijds en van een grondige uitbreiding van de kennis over
het plantmateriaal en de eigenschappen der verschillende weefsels en or-
ganen.

Welke de gebruikte methoden ook moge zijn, de vegetatieve vermeerdering
heeft met talrijke aspecten van de fysiologie ven groei en ontwikkeling te
maken. Voorbeelden hiervan zijn de problemen van tijdelijke groeistilstand
van het meristeem, van rust, van de remming door apicale dominantie, van
bloei-inductie en eventuele terugkeer naar de vegetatieve fase. Gebruik voor
de vegetatieve vermeerdering van bloemen of weefsels van bloeiwijzen of
bloemen (die soms een bijzonder vermogen tot orgaanvorming bezitten) brengt
het probleem van de 'pre-inductie' van de bloem op weefselniveau en van
verschillende manieren van terugkeer naar de vegetatieve toestand met zich

mee. Behalve met het samenstellen van specifieke voedingsmedia heeft de



weefselkweek met talrijke andere problemen te maken, zoals de ontwikke-
lingsfase van de moederplant en de behandelingen, die deze eventueel onder-
gaan heeft. Evenals de praktijk van de vegetatieve vermeerdering al op grote
schaal kan profiteren van de vooruitgang van onze kennis over de cellulaire
differentiatie, kunnen de oorspronkelijke waarnemingen, als gevolg van het
beoefenen van weefselkweek, richting geven aan het fundamentele onderzoek en
dit vergemakkeli jken.

Het voor u liggende boek heeft als doel de verschillende aspecten van

de orgaanvorming, die als basis van de vegetatieve ontwikkeling beschouwd
worden, te onthullen. In werkelijkheid is er geen spontane of kunstmatige
vermeerdering zonder vorming en ontwikkeling van scheuten, wortels of
embryo's. We hebben gemeend dat het aanbieden van deze grondslagen op be-
knopte en geordende wijze nuttig zou kunnen zijn voor studenten en eveneens
voor praktijkmensen. Zij kunnen nu op een bondige manier de fundamentele
gegevens terugvinden, die dikwijls erg verspreid stasn in de literatuur.
Dit werk is noch een uitvoerige verhandeling, noch een verzameling van
technieken. Na het behandelen van algemene wetenswaardigheden over de rela-
tie tussen meristemen en vegetatieve vermeerdering wordt op de eerste plaats
ingegaan op de structuur en de werking van meristemen, en daarna op de
orgaanvorming als grondslag van de vegetatieve vermeerdering: nieuwvorming
van wortels, scheuten en somatische embryo's. Vervolgens is een bijzondere
plaats ingeruimd voor de bestudering van het meristeem in de in vitro cul-
tuur, bekeken vanuit verschillende gezichtspunten.
De lezer zal in aanhangsel I een beknopte verwijzing vinden naar diverse
weefselkweektechnieken, in het bijzonder met betrekking tot voedingsmedia,
en voorts een verklarende woordenlijst van de gebruikte technische termen
aantreffen.

Uit zorg voor helderheid en homogeniteit dient opgemerkt te worden, dat
wij erop gelet hebben binnen de grenzen van het aldus gedefinigerde onder-
werp te blijven door behandeling van talrijke verwante problemen te vermi j-
den. In principe hebben wij ons niet gericht tot de gespecialiseerde onder-
zoeker, die zeker leemten zal ontdekken. Wij hebben slechts voorbeelden
gekozen. Hierbij is ter illustratie voor het grootste deel van onze eigen
foto's gebruik gemaskt. Dit heeft ons in staat gesteld persoonlijke en vaak
ongepubliceerde waarnemingen te laten zien en zo aan het werk een oor-

spronkelijk karakter te geven.
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Plaat 1

VERSNELDE IN VITRO VERMEERDERING

Blad van Saintpaulia ionantha (cv Diana).
De nieuwgevormde scheuten komen uit een bladstukje. De mor-
fologie van de bladen is normaal (Foto J. Margsra).

Scheuttop van aardbei (cv Gorella).

De axillaire scheuten vorm zelf opnieuw weer axillairen. De
bladschijven zijn gereduceerd en dikwijls abnormaal. De
intensieve vermeerdering, die veroorzaaskt is door het cyto-
kinine in het voedingsmedium, domineert over de harmonieuze
groei. Deze kan in principe hersteld worden op een voed-
ingsmedium zonder cytokininen (foto J.F. Muller).

Bloemblad van Begonia x elatior (cv Schwabenland Rood).
Bolvormige structuren groeien of delen zich in een vroegtij-
dig stadium. Sommige produceren geIsoleerde bladen (en
soms normale scheuten). Deze vermeerdering treedt zeer
vroegtijdig op, gaat vooraf aan de vorming van scheuten en
wordt bevorderd door het toevoegen van 2,4-D aan het voed-
ingsmedium (Foto J. Margara).

Deze drie extreme gevallen van intensieve vermeerdering tonen een
gradatie in de verstoring van de normale ontwikkeling.
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INLEIDING
A. MERISTEMEN EN MERISTEMATISCHE TOESTAND
1. Differentiatie en dedifferentiatie

1.1 Differentiatie*

De cellen van een organisme komen alle voort uit één enkele bevruchte
eicel of zygote. Tijdens de ontogenese* ontstaan de verschillende weefsels
door de differentiatie van de cellen, ten gevolge waarvan een verscheiden-
heid op diverse niveau's ontstaat op cytologisch niveau (structuren en
infrastructuren van de cel), op biochemisch niveau en op fysiologisch niveau
(de levensverrichting?n). Cytologisch onderzoek is veelal voldoende om een
gradatie te laten zien in de cellulaire differentiatie: van meristeemcellen
tot deode en verhoute cellen van het vaatweefsel.

We zullen in het kort de bekende cytologische eigenschappen van meris-
tematische cellen in herinnering brengen: een grote kern met een vaak om-
vangrijke nucleolus, een grote verhouding tussen de kern en het cytoplasma,
een gereduceerde vacuole, talrijke mitochondri&n en afwezigheid van gediffe-
rentiéerde plastiden.

Uitgaande van deze meristematische cellen gaat de differentiatie in het
algemeen gepaard met een vergroting van het celvolume, een verlaging van de
verhouding tussen de kern en het cytoplasma, een aanzienlijke vergroting van
de vacuole en een verandering (of differentiatie) van de celbestanddelen:
differentiatie van de proplastiden tot plastiden (chloroplasten, amyloplas-
ten) en ontwikkeling van de wand. Deze structurele differentiatie vormt een
fysiologische aanpassing aan bepaalde functies: transport, fotosynthese en
opslag van reservestoffen.

De meristematische gebieden kunnen zelf ook een zekere gradatie vertonen in
de mate van differentiatie. De cellen van het cambium zijn b.v. minder
typisch 'meristematisch' dan de cellen van de eindmeristemen (tameli jk
kleine kern, die min of meer ean de zijkant ligt). Zelfs binnen een apicaal
stengelmeristeem bestaat er een zonering (Lance 1957). De cellen van de
verschillende gebieden vertonen duidelijke cytologische verschillen: de
cellen van het mergmeristeem b.v. 1lijken op cambiumcellen, waarvan de ken-
merken minder uitgesproken meristematisch zijn dan van die uit de apicale

axiale zone. De meeste auteurs nemen ook in wortelmeristemen de aanwezigheid
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van een 'rustend centrum' waar. Dit bestaat uit cellen met zwakke of af-
wezige mitotische activiteit. De differentiatie van de cel vertoont dus een
doorlopende gradatie, waardoor de opvattingen over het begrip 'differentia-
tie' uiterst genuanceerd dienen te zijn. De cytologische differentiatie
hoeft niet noodzekelijk verband te houden met de biochemische en fysiolo-

gische differentiatie.

Fig. 1.

@ dedifferentiatie
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celstrekking en differentiatie

Fig. 1. Schematische voorstelling van de verschillende

mogeli jkheden in de cellulaire ontwikkeling.

A. Primair meristematische fase.

B. Vermeerdering en instandhouding van de meristematische fase.
De meristematische cellen blijven zich delen. Deze ontwik-
keling kan in vivo binnen de meristemen waargenomen worden
of in vitro in een callus of een suspensiecultuur.

C. Differentiatie. De cellen delen zich niet meer. Zij strekken
en differentiéren zich.

D. Hervatting van de mitosen en dedifferentiatie. Dit kan voor-
al tijdens de in vitro cultuur waargenomen worden, maar ook
in situ bij de vorming van adventieve wortel- of stengel-
meristemen. De dedifferentiatie verloopt via opeenvolgende
stadia. Het laatste stadium is de terugkeer tot de primair
meristematische toestaend.
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1.2 De Dedifferentiatie

Omgekeerd kunnen reeds gedifferenti€erde weefsels zich dedifferentié-
ren, d.w.z. de cytologische eigenschappen en de mogelijkheden van embryonale
cellen terugkrijgen. Alhoewel de verschijnselen van dedifferentiatie ook bij
dieren waargenomen kunnen worden, is het veelvuldig voorkomen en het belang
ervan bij planten de basis voor de vegetatieve vermeerdering. Hierbij is de
mogeli jkheid tot vorming van nieuwe meristemen vaak een voorwaarde. Het is
duideli jk, dat dedifferentiatie slechts plaats kan vinden in cellen die niet
al te ver gespecialiseerd zijn.

Dedifferentiatie kunnen we onder natuurlijke omstandigheden waarnemen
tijdens de vorming van adventieve scheuten en wortels. De vorming van een
wortelprimordium uit pericykel-cellen, of van een scheutprimordium uit een
bladstukje kan alleen via dedifferentiatie en door de hervatting van mito-
tische activiteit. Evensls differentiatie verloopt dedifferentiatie stapsge-
wijs. Voor de weefselkweek zijn deze stadia beschreven door Buvat (1945).
Het in cultuur brengen leidt eerst tot de vorming van een callus, een
nieuwgevormd weefsel dat aanvankelijk betrekkelijk homogeen is en uit cellen
bestaat die zich min of meer actief delen. Er bestaan overigens diverse
typen callus waarvan de structuren beschreven zijn door Gautheret (1959).
Binnen een betrekkelijk homogeen callus kan secundair een zekere heterogeni-
teit ontstaan. Bepaalde cellen differentiéren zich b.v. tot tracheiden. Maar
plaatselijk kunnen celgroepen ook een nog verder doorgevoerde dedifferentia~
tie ondergaan, die tot de vorming van cellen van het cambiale type leidt.
Een later stadium (de secundaire dedifferentiatie volgens Buvat) kan uitmon-
den in de vorming van celgroepen met meristematische eigenschappen (kleine
cellen met een grote kern, die zich actief delen), die zich verder zullen
ontwikkelen tot primaire wortel- en stengelmeristemen. Een ver doorgevoerde
dedifferentiatie is altijd een voorloper van orgaanvorming die zelf aan het
begin staat van elke vegetatieve vermeerdering, of deze nu voortkomt uit de
onafhankelijke vorming van scheuten en wortels of uit de vorming van em-
bryoiden met een bipolaire structuur (tabel I).

Fig. 1 geeft een schema van de verschillende wegen van de cellulaire ontwik-
keling: celstrekking (A) en differentiatie (C), actieve deling en handhaving

van de meristematische toestand (B) en cytologische .dedifferentiatie (D).
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TABEL 1

De stadia van dedifferentiatie

Callusvorming*

In het callus*, een wellicht 'neoplastisch' wondweefsel, vindt tegelij-

kertijd plaats:

a. hervatting van celdelingen (mitosen);

b. het begin van dedifferentiatie; dit leidt tot de vorming van een
betrekkelijk homogeen en ongeorganiseerd weefsel.

Eerste fase van dedifferentiatie (volgens Buvat 1945).

Hierdoor ontstaat een cytologische structuur, die vergelijkbsar is met

die van cambiumcellen* (of cellen van secundaire meristemen).

Tweede fase van dedifferentiatie.

Hierdoor ontstaat de cytologische structuur van cellen van de primaire

meristemen en de vorming van 'promeristemen’.

2.

Classificatie van de meristemen

De volwassen plant beschikt over een verscheidenheid aan meristemen:

primaire meristemen*, cambia*, intercalaire meristemen en bladmeristemen

(tabel 1I). Deze dragen alle bij aan het opbouwen van de architectuur van de

plant. Ze hebben echter niet allemasal dezelfde betekenis uit het ocogpunt van

de ontogenese. Sommige zijn histogeen*, andere organogeen*. Wortelmeristemen

hebben een veel eenvoudiger structuur dan stengelmeristemen.

z0
Fig. 2. & za
z1
zi
zh
Fig. 2. Schematische voorstelling - Rechts. Jong blad. za: meris-
van de meristematische gebieden tematische epicale zone; zi:
van het blad. Voorbeeld: de zone van intermediaire groei;
suikerbiet. zb: basale zone.
Bij de suikerbiet blijft het
- Links. Jong bladprimordium dat proximale of basale gebied lang
zijdelings wordt gevermd in de actief, hetgeen resulteert in de
sub-apicale zone (primaire vorming van lobben san de voet
meristeemring) van een sten- van de bladschijf van grote
gelmeristeem. bladen bij de volgroeide plant.
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TABEL II

De verschillende soorten meristemen

1.

Primaire (of apicale) meristemen. Zij bepalen de plaats van de assen.

a. Wortelmeristemen: -terminaal (of apicaal*)

-lateraal
-adventief* (kunnen gevormd worden door een
ander orgaan dan de wortel: stengel, bladeren

b. Stengelmeristemen: -terminaal

-axillair (in de oksel van een blad of een
bractee)

-adventief* (kunnen gevormd worden op een
stengelinternodium, een biad, een wortel,

enz.)

N.B. De wortel- of stengelmeristemen, die in vitro op een callus ge-
vormd worden, kunnen beschouwd worden als een bijzonder geval van
adventieve meristemen. In dit boek worden ze 'nieuwgevormde meristemen'

genoemd.

Secundaire meristemen of cambia. Zij zijn bij dicotylen verantwoorde-
lijk voor het optreden van de diktegroei van stengels en bepaalde

wortelknollen (b.v. suikerbiet).

Intercalaire meristemen. Dit zijn meristematische zones, die, liggend
tussen twee gedifferentiéerde weefsels, de lengtegroei verzorgen.
Voorbeelden:

a. meristemen aan de basis van de internodién bij gramineeén

b. intercalaire meristemen in de bloemstengel van waterlelies

c. meristemen in de gynofoor van de aardnoot, waarvan de verlenging

het binnendringen van de vrucht in de grond mogelijk maakt.
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Bladmeristemen (fig. 2) zijn de verschillende meristematische gebieden
welke door hun gelijktijdige of achtereenvolgende activiteit het blad zijn
bijzondere vorm geven. De veelvuldigheid aan bladvormen wordt veroorzaakt
door verschillen in de relatieve activiteit van deze meristematische zones.
Hun werking is beperkt in de tijd en houdt volledig op wanneer het blad
eenmaal zijn definitieve vorm en afmeting heeft bereikt.

Intercalaire meristemen kunnen zowel voorkomen ter hoogte van de
stengelinternodign (bij talrijke monocotylen), als in de bloemstengel of in
het blad. Zij liggen tussen twee gebieden van gedifferentiéerde weefsels en
maken een meer of mindere lengtegroei mogelijk. Evenals bij de bladmeriste-
men is hun werking van tijdelijke sard. Als voorbeeld kunnen genoemd worden
de intercalaire meristemen in de stengels van gramineeén, in de bloeistengel
van de waterlelie en in de gynofoor van de aardnoot die het binnendringen
van de vrucht in de grond mogelijk maakt. Bij de meeste pteridophyten en
monocotylen en soms bij dicotylen (waterleliefamilie, enz) behoudt de sten-
gel de primaire structuur gedurende het gehele leven van de plant. Het
cambium*, dat bast en hout afzet, en het fellogeen, dat kruk en felloderm
afzet, zorgen voor de diktegroei. Bij de meeste dicotylen, evenals bij de
gymnospermen, is de diktegroei die bij houtige gewassen aanzienlijke vormen
kan aannemen, het gevolg van de toevoeging van secundaire weefsels, die door

de cambia worden afgezet (fig. 3).

Fig. 3.

Fig. 3. Schematische voorstelling
van de cambia bij een dicotyl.
ci: cambium binnen de vaatbundels
(fasciculair); ce: cambium buiten
de vaatbundels (interfascicu-
lair); xp: primair xyleem; xs:
secundair xyleem; ph: flogem (of
bast). De primaire bast ligt aan
de buitenzijde, de secundaire
bast aan de binnenzijde. p: fel-
logeen (of kurkcambium): dit zet
felloderm af aan de binnenzi jde
en kurk aan de buitenzijde.
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Het cambium* produceert bast en hout en vormt dikwijls een bijna door-

lopende cylinder. Ter hoogte van de vaatbundels wordt het cambium gevormd
uit het procambium. Tussen de vaatbundels ontstaat het interfasciculair
cambium binnen het parenchym. De afgeplatte cambiumcellen vertonen cytolo-
gische eigenschappen, die niet zo typisch meristematisch zijn als die in de
apicale axiale zone van de vegetatiepunten. De cambia zijn doorgaans histo-
gene* meristemen, die weefsels afzetten in de loop van de normale ontwikke-
ling. Door hun ongedifferenti€erde toestand zijn ze dikwijls geschikt voor
callusvorming en zelfs voor orgaanvorming, zoals bij het stekken en bij de
weefselkweek. Bij witlof bijvoorbeeld worden er meer scheuten gevormd indien
de wortelexplantaten cambium bevatten (Rancillac 1973a).
Bij overblijvende planten, in het bijzonder bij de houtige, vertoont de
vorming van hout en bast ten gevolge van de activiteit van het cambium een
seizoensritme dat overeenkomt met de periode van actieve groei. Dit ritme is
gewoonlijk afhankelijk van klimaatsfactoren (daglengte, temperatuur) en van
hormoonprikkels.

Het fellogeen wordt in het algemeen later gevormd dan het cambium en
kan zelfs ontbreken. De oorsprong varieert. Meestal wordt het gevormd ter
hoogte van de schors. Soms kan het ook ontstaan uit diepere of juist meer
oppervlakkige zones (lagen onder epidermis b.v. bij vlier). Deze afzetting
is het uiteindelijke gevolg van de dedifferentiatie (meestal van parenchym-
cellen), soms van collenchymcellen). Het fellogeen bouwt de peridermis op,
een beschermend weefsel bestaande uit het parenchymfelloderm (enkele cella-
gen) en vooral uit kurk.

De primaire meristemen worden verdeeld in wortelmeristemen en stengel-
meristemen (of vegetatiepunten). Hun structuur zal later besproken worden.
We merken hier echter op, dat bij de meeste soorten zaadplanten het wortel-
meristeem een betrekkelijk eenvoudige en homogene structuur bezit. De wortel
is in feite een onvertakte as: de zijwortels ontstaan op een bepaalde af-
stand onafhankelijk van het eindmeristeem. Het stengelmeristeem daarentegen
bezit een structuur die afhankelijk van de soort veel ingewikkelder en
gevarieerder is. Bovendien evolueert het in de loop van de vegetatieve groei
en verandert volledig van structuur in de voortplantingsorganen.

De wortel- of stengelmeristemen ('méristemes caulinaires') kunnen terminaal
(eindstandig) of lateraal (zijdelings) zijn. De laterale stengelmeristemen
kunnen axillair zijn (in de oksel van een blad of een bractee) of adven-

tief*, d.w.z. gevormd als gevolg van plaatseli jke dedifferentiatie op een
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Fig. 4.

mt

Fig. 4. Ligging van de primaire meristemen. ‘;:::§¥

Onder natuurlijke omstandigheden onder-
scheidt men op de plant primaire stengel- en

wortelmeristemen. De stengelmeristemen kun-
nen zijn: terminaal (mt), axillair (max) of mad
adventief (mad), d.w.z. niet staande in de

oksel van een blad, maar nieuw gevormd als
gevolg van een plaatselijke dedifferentiatie
van de cel. De adventieve meristemen kunnen
van verschillende herkomst zijn. In het
bijzonder kunnen zij uit de stengel of uit

de wortel voortkomen. —ml
De wortelmeristemen kunnen terminaal zijn
(mtr) of lateraal {(ml). e mtr

ongewone plaats: stengelinternodium, wortel, blad, enz;(fig. 4). Bij de
toepassing van vegetatieve vermeerdering* is het noodzakelijk om voortdurend
onderscheid te maken tussen de verschillende soorten stengelmeristemen
(axillair, adventief, nieuw gevormd op een callus), omdat ze verschillende
fysiologische eigenschappen kunnen bezitten. Alleen de axilleire meristemen
of de spontaan gevormde adventieve meristemen zijn ‘'natuurlijke vormingen'.
De adventieve meristemen echter, die men vaak in bundels kan laten ontstaan
door de toevoeging van cytokininen in hoge concentratie, vooral ook de
meristemen, die uit een callus gevormd worden door de werking van een sterk
auxine (2,4-D) of door hoge concentraties auxine, moeten beschouwd worden
als abnormale of experimentele structuren, die soms planten kunnen opleveren

welke afwijken van het oorspronkelijke type (varianten*).
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B. MERISTEMEN EN VEGETATIEVE VERMEERDERING
1. Vegetatieve vermeerdering en geslachtelijke voortplanting
De vervanging van individuen die door afsterven wegvallen, hetgeen

inherent is aan het leven, vindt plaats op twee manieren: de geslachte-

lijke voortplanting en de vegetatieve vermeerdering. Op talrijke punten

hebben zij tegenovergestelde kenmerken. Er is geen geslachtelijke voortplan-
ting zonder meiose (resulterend in de vorming van gameten met n chromoso-
men), terwijl bij vegetatieve vermeerdering uitsluitend mitose plaats vindt

Vegetatieve vermeerdering wordt gekenmerkt door het voortbrengen van
individuen die genetisch identiek aan de moederplant zijn. Dit leidt tot het
ontstaan van homogene klonen. Wanneer de vermeerdering niet onmiddelli jk
gevolgd wordt door het afstoten van de nakomelingen, kan dit leiden tot
vorming van kolonies. De definitie van het begrip 'individu' wordt dan wel
zeer lastig. Lemna ('kroos') bijvoorbeeld, splitst zich in meerdere stukken
die zichzelf weer vermenigvuldigen. Afhankelijk van de milieu-omstandigheden
vindt deze afsplitsing meer of minder snel plaats, waardoor de kolonies, al
dan niet talrijk, tezamen in korte tijd de totale oppervlakte van een stuk
water kunnen bedekken. Evenzo kan bij'de adelaarsvaren de populatie rhizomen
die afkomstig is van één enkel oorspronkelijk individu een grote oppervlakte
grond in beslag nemen en een groot aantal planten laten ontstaan die op
zichzelf 1ijken te staan, ook al zijn zij nog verbonden met de oorspron-
kelijke plant. Wear begint en waar eindigt het begrip individu? Men kan dus
zeggen dat de vegetatieve vermeerdering 'slechts een bijzonder geval is van
groei met afsplitsing'.

Geslachtelijke voortplanting is gekenmerkt door bevruchting. Het is een
echte 're-productie', het voortbrengen van een zygote met 2n chromosomen
door de versmelting van 2 gameten. Dit resulteert in de vorming van waarli jk
nieuwe individuen, aangezien hun genotypische samenstelling afwijkt van die
van de ouders (behalve in de gevallen waarin deze behoren tot een 'zuivere
1lijn'). Geslachtelijke voortplanting biedt de mogelijkheid tot nieuwe combi-
naties van genen. Het is dus een bron van variabiliteit, die de aanpassing
en de overleving van de soort vergemakkelijk, wanneer de milieu-omstandig-
heden verenderen. Op de lange termijn is dit zeker de meest doeltreffende
wijze van vermeerdering om overleving en tenslotte evolutie van de soort te

waarborgen. Het blijft voor de veredelaar een wezenlijk hulpmiddel.



In tegenstelling tot geslachtelijke voortplanting verzekert vegetatieve
vermeerdering de stabiliteit, omdat immers alle individuen van een kloon
identiek zijn, aangenomen dat er geen mutaties of 'variatie'* optreden. De
soorten die over het vermogen tot vegetatieve vermeerdering beschikken,
kunnen hierdoor op de korte termijn de beschikbare ruimte snel bezetten. Bij
bepaslde families, zoals de gramineeén, neemt vegetatieve vermeerdering een
zeer belangri jke ecologische plaats in, en biedt de mogeli jkheid tot be-
groeiing van weilanden of steppen. Deze wijze van vermeerdering is zelfs zo
doeltreffend dat uiteindelijk (bijvoorbeeld bij bepaalde populaties van
Lgmgg) de geslachtelijke voortplanting gaat ontbreken.

De twee begrippen van geslachtelijke voortplanting en vegetatieve ver-
meerdering blijken dus heel duideli jk elkaars tegengestelden te zijn. In
werkelijkheid echter bestaan er talrijke overgangsgevallen tussen deze twee
manieren van vermeerdering. De 'parasexualiteit'* vat deze overgangsgevallen
samen: pseudomixie*, parthenogenese* sensu stricto, apomixie* of apogamie*.
Men vindt dus een heel gamma van overgangen, die een continu verloop te zien
geven tussen echte sexualiteit en vegetatieve vermeerdering.

Bij de cultuurplanten levert de kloon* wegens de homogeniteit een enorm
voordeel op ten opzichte van de cultivars die uit zasad verkregen zijn.

De selectie van vegetatief vermeerderde planten is op het eerste ge-
zicht bijzonder gemakkelijk. Elke interessante plant verkregen via zaad of
elke bijzondere mutant van een kloon kan vermeerderd worden, waardoor de
mogeli jkheid ontstaat nieuwe klonen te krijgen die direct homogeen zijn. Het
is dus niet verwonderlijk, dat de planten die via ongeslachtelijke weg
vermeerderd worden (stekken, marcotteren, enten) een belangrijke plaats
innemen onder belangrijke cultuurgewassen (aardappel, tropische voedingsge-
wassen, enz), tuinbouwgewassen en in het bijzonder sierplanten en vruchtbo-
men. Het is echter ook duidelijk, dat vegetatieve vermeerdering in de toe-
komst een wezenlijke bijdrage zal leveren aan de plantenveredeling. Naarmate
de selectiemethoden ingewikkelder en meer geperfectioneerd worden heeft de
veredelaar steeds meer de behoefte om elk genotype dat hem interesseert te
fixeren, en wel in elk willekeurig stadium van de ontwikkelingscyclus van de
plant. Bovendien hoopt men dat in een verdere toekomst de plantenveredeling
zal kunnen profiteren van methoden uit de celbiologie: mutagenese in cel-
suspensies, verschillende manipulaties uitgevoerd met protoplasten (cellen
ontdaan van hun celwand). Dit zal echter in de meest uitgebreide zin een

volledige beheersing vereisen van de regeneratie van planten uit cellen, en
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niet alleen bij modelvoorbeelden, zoals tabak.
Ondanks de onmiddellijk voor de hand liggende voordelen kan vegetatieve

vermeerdering in de teelt niettemin bepaalde risico's opleveren.
2. Bezwaren en beperkingen van vegetatieve vermeerdering

Onder natuurlijke omstandigheden heeft een kloon niet zo'n groot aan-
passingsvermogen als genetisch heterogene populaties. Aan de andere kant
kunnen spontane mutaties, alhoewel zeer zeldzaam voorkomend, de homogeniteit
verloren doen gaan. Bij cultuurplanten wordt door de vermeerdering via
klonering de ophoping van virussen bevorderd. De meeste verschijnselen van
'degeneratie' (bekend bij aardappel, aardbei, framboos en talrijke planten
die via klonen vermeerderd worden) zijn toe te schrijven san latente virus-
sen of aan mycoplasma's.

We merken op dat men om dit bezwaar van de vegetatieve vermeerdering te
ontlopen vaak z'n toevlucht neemt tot de 'meristeemcultuur' (zonodig gecom-
bineerd met een warmtebehandeling), d.w.z. tot een andere methode van vege-
tatieve vermeerdering (micro-stekken in vitro).

Het belangrijke bezwaar van de vegetatieve vermeerdering via weefsel-
kweek is het mogelijke optreden van duidelijk verschillende individuen. Deze
worden in het algemeen aangeduid met de naam 'varianten' uit onbekendheid
met de juiste oorzaak van deze variatie*. De 'varianten' kunnen ontstaan
door veranderingen in het aantal chromosomen (polyploIdie en aneuploidie),
door afwijkingen van verschillende chromosomen en misschien door eventuele
veranderingen in de organellen (mitochondrién) of in het cytoplasma. De
variatie hoeft niet erfelijk te zijn; indien wel dan kan deze overgedragen
worden volgens een niet mendelende erfeli jkheid. De stabiliteit in de weef-
selkweek is afhankelijk ven de soort en uiterst variabel bij verschillende
planten.

De varianten kan men nogal eens waarnemen bij de regeneratie van scheu-
ten uit een callus: hun vorming schijnt bevorderd te worden door het gebruik
van groeistoffen met name door de 'combinatie cocosmelk - 2,4-D'. Hoewel
minder vaak waargenomen, kunnen ze ook aanwezig zijn bij het kweken van
meristemen of scheuten.

Het verkrijgen van 'identieke copieen' blijft een hoofdprobleem van de

vegetatieve vermeerdering in vitro (vandaar het voordeel van axillaire

scheutvorming boven nieuwvorming). Niettemin kan het in de toekomst mogelijk
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zijn, dat de genetici deze, thans voor de praktijk hinderlijke variatie
kunnen uitbuiten.

We merken tenslotte op, dat klakkeloze toepassing van vegetatieve
vermeerdering nog andere risico's met zich meebrengt: b.v. indien men
slechts één kloon van een bepaalde bosbouwkundig belangrijke boom vermeer-
dert, is het risio groot dat op zekere dag een mutant van een parasiet

verschijnt die aan deze kloon is aangepast en deardoor zeer gevaarlijk is.
3. Fundamentele rol van meristemen in de vegetatieve vermeerdering

Er bestaat een wezenlijk verschil tussen de ontwikkeling van planten en
die van hogere dieren, Bij de laatste is de embryogenese begrensd en de
orgaanvorming beperkt in de tijd, terwijl de groei ophoudt voordat het
volwassen stadium bereikt is. Daarentegen blijft bij hogere planten de
orgaanvorming doorgean en is de groei theoretisch onbeperkt. Voor de voort-
durende productie van weefsels en organen verzorgen histogene of organogene
groepen van cellen, de meristemen. Deze wijze van vermeerdering is niet
beperkt tot het plantenrijk. Zij komt ook vaak voor bij lagere dieren. We
zien dan parthenogenese, wat men mag beschouwen als een degradatie van de
sexualiteit (bladluizen, enz.) of, vaker nog, knopvorming (sponsachtigen,
holtedieren, wormen).

De vegetatieve vermeerdering dankt echter haar benaming aan het veel-
vuldig voorkomen van het verschijnsel bij planten. Deze mogelijkheid houdt
verband met het bestaan van meristemen en het vermogen om deze nieuw te
vormen (fig. 5).

Evenals in de in vitro cultuur is in de traditionele tuinbouwpraktijk
de vermeerdering zonder de vorming van meristemen niet mogelijk. Een tuin-
bouwer, die de techniek van het stekken toepast, kan afhankelijk van het
gewas stekken gebruiken met of zonder knoppen. In het eerste geval profi-
teert hij van de reeds aanwezige knopvorming op de moederplant; de stek moet
dan nog altijd nieuwe wortelmeristemen vormen. In het tweede geval eist hij
van de stek nieuwvorming van wortelmeristemen en stengelmeristemen.

De volgende bladzijden zullen aantonen, dat het vermogen tot dediffe-
rentiatie en orgaanvorming zeer ongelijk verdeeld is over soorten, organen
en weefsels. Vegetatieve vermeerdering mag beschouwd worden als een funda-
menteel en algemeen vermogen van planten dat echter vaak onderdrukt is. Het

is aan de weefselkweek om het fundamentele vermogen tot orgaanvorming bij
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een groot aantel soorten, die dit nooit spontaan vertonen, tot uitdrukking

te laten komen.

Fig. 5. Verschillende manieren van
nieuw-vorming van meristemen tijdens de

Fig. 5. vegetatieve vermeerdering.

De vegetatieve vermeerdering hangt al-

tijd samen met de vorming van nieuwe

meristemen, zij het op verschillende
manieren.

1. De vermeerdering van de vegetatie-

punten gaat vooraf aan het afschei-

den van dochter-individuen.

Voorbeeld van scheuren van een

graspol (zodevormende plant).

Voorbeeld van Lemna (kroos) in

weefselkweek.

2. Een stek met een bebladerde scheut
of stengeltop hoeft slechts nieuwe
wortelmeristemen te vormen.

a. Klassieke stekmethode van een be-
bladerde scheut.

b. Microstekken in vitro van een top
of een stengelmeristeem.

3. FEen orgaan (blad) zonder vegetatie-
punten moet tegelijkertijd stengel-
en wortelmeristemen vormen.

a. YVoorbeeld van een blad van
Saintpaulia dat aan de voet adven-
tieve scheut- en wortelmeristemen
vormt.

b. Voorbeeld van een wortelstukje van
witlof in weefselkweek. Het oor-
spronkelijke explantaat vormt
nieuwe scheuten en wortels.

c. Hier kan het callus, dat overgezet
is op een voedingsmedium met een
auxine, zich willekeurig verder
ontwikkelen; het kan later ook
nieuwe meristemen vormen.

4. Een bijzonder geval van somatische
embryogenese in vitro. Uit cel-
aggregaten ontwikkelen zich soma-
tische embryo's die gekenmerkt wor-
den door hun bipolaire structuur:
een stengelmeristeem en een wortel-
meristeem ontwikkelen zich geli jk-
tijdig tegenover elkaar.

)

o'

4. Lessen over spontane vegetatieve vermeerdering

Spontane vegetatieve vermeerdering kan men in de natuur bij een groot
aantal soorten waarnemen, en de natuurlijke selectie heeft geleid tot een
grote verscheidenheid aan fysiologische mechanismen en anatomische struc-
turen, die aan deze wijze van vermeerdering aangepast zijn. Morfologisch en

experimenteel werkzame onderzoekers kunnen beiden profiteren van de ervaring
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die de natuur opgedaan heeft, en van de lessen die ons door deze aanpas-
singsmechanismen gegeven worden.

Planten, die zich spontaan vegetatief vermeerderen, moeten een bepaald
aantal problemen overwinnen. Het eerste is de vorming van een voldoende
aantal scheuten, hetzij na, hetzij voor het afsplitsen van de dochtereenhe-
den. De scheuten of afgescheiden plantedelen moeten in staat zijn om te
bewortelen. Beworteling kan zowel voorafgesan aan of volgen op de afstoting.
Het ‘overleven ne de afstoting kan bevorderd worden door aangepaste mechanis-
men met betrekking tot koude- of droogteresistentie en door een opeenhoping
van reserves in gespecialiseerde organen.

De organen die voor de vermeerdering zorgen kunnen scheuten of normale
takken zijn die geen enkele anatomische verandering hebben ondergaan. In
talrijke gevallen echter gaat het om veranderde en aangepaste organen:
bollen* en bulbillen*, stolonen*, wortelscheuten, knollen*, winterknoppen¥*,
propagulae*, enz.

De studie van de vegetatieve vermeerdering heeft rechtstreeks betrek-
king op de verschillende aspecten van de morfogenese. Het uitlopen van
okselknoppen houdt het opheffen van de apicale dominantie in, d.w.z. de
groeiremming van de okselknoppen die door de eindknop wordt uitgeoefend. De
groeiwijze van de tak, plagiotroop (horizontaal), orthotroop (rechtop), de
knolvorming, de rust van de knoppen, de bloei-inductie en de mogelijkheden
tot terugkeer naar het vegetatieve stadium zijn fysiologische aspecten van
de groei en ontwikkeling die een rol spelen in de vermeerdering.

Voorafgaande aan vegetatieve vermeerdering vindt altijd knopvorming

plaats, d.w.z. de vorming van vegetatiepunten.

4.1. Vermeerdering en knopvorming.

a. De verschillende soorten knoppen

Knoppen die door het organisme onder natuurli jke omstandigheden gevormd
warden, kunnen worden verdeeld in meerdere soorten: eindknoppen, axillaire
knoppen en adventieve knoppen.

De beginknop van het embryo is een knop die de hoofdknop van de plant
zal worden. In de oksel van de bladeren, die zijdelings worden gevormd door
het eindmeristeem, komen cellen voor die meristematisch gebleven zijn of
geschikt zijn tot dedifferentiatie; uit deze cellen ontstaan al dan niet de

stengelmeristemen.
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Okselknoppen worden in het algemeen gevormd door twee of drie aan de
oppervlakte gelegen cellagen van de stengel. De okselknop, die nu secundair
een eindknop van een vertakking geworden is, zal op haar beurt okselknoppen
van een nog hogere orde kunnen vaoortbrengen.

Adventieve* knoppen worden gevormd op ongewone plaatsen: stengelinter-
nodium, knol, wortel, blad, bloeiwijze. Ze ontstaan uit cellen die hun
embryonaal karakter bewaard hebben of vaker nog uit niet-gespecialiseerde

cellen, die tot dedifferentiatie in staat zijn.

b. Plasats van de scheutvorming en aanpassingsvermogen

Spontane vegetatieve vermeerdering vindt meestal plaats door knoppen
die al bestonden voor de afscheiding. De tuinbouwer doet dit ook in de
praktijk bij het marcotteren en het stekken van bebladerde plantedelen. De
vermeerdering wordt den meestal gewaarborgd door eindknoppen of axillaire
stengelknoppen en eventueel door adventieve scheuten, die aan de voet van de
stengel of aan een ondergronds deel gevormd worden.

Okselknoppen. Het vermogen tot het vormen van okselknoppen is zonder

"meer een gunstige eigenschap voor de vermeerdering. Een belangrijke factor
is dus de intensiteit van de apicale dominantie, d.w.z. de groeiremming die
uitgeoefend wordt door de eindknop op de axillaire knoppen. Wanneer deze
dominantie bijna absoluut is, zoals bij vlas (onvertakte stengels, hierdoor
is deze plant gesohikt-als vezelgewas), is de kans gering, dat de plant zich
op een spontane manier kan vermeerderen. De zeer zwakke dominantie bij
gramineegn, die talrijke gemakkelijk bewortelbare uitlopers* maken, bevor-
dert daarentegen in hoge mate het koloniseren van een gebied.

De knoppen, die voor de voortplanting zorgen, moeten zich kunnen ont-
trekken aan de dominantie. Deze situatie kan op zeer verschillende manieren
gerealiseerd worden. De knoppen van de stengelvoeten ontlopen de dominantie
als gevolg van hun afstand tot de top. De bloei-inductie gaat dikwijls
gepaard met een min of meer volledige opheffing van de apicale dominantie,
hetgeen soms de ontwikkeling van vegetatieve knoppen op de bloemstengels met
zich mee kan brengen. Knoppen kunnen eveneens ontkomen aan deze gecorreleer-
de remmende invloed, wanneer zij ontstaan op organen die bezig zijn te
verouderen.

Adventieve stengelknoppen. De adventieve knoppen, die geproduceerd

worden door de stengelinternodién, spelen nauwelijks een rol in de vege-

tatieve vermeerdering. Men ziet ze vooral bij 'heksenbezems' als gevolg van
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de aantasting door parasieten (insecten, schimmels) of bij de vorming van

'crown gall' tumoren (vercorzaakt door Agrobacterium tumefaciens).

De vorming van adventieve takken op de stengel kan men echter bij
talrijke bomen zien als gevolg van verwondingen of het aansnijden van de
stam, waarbij de knoppen zich dan kunnen vormen ter hoogte van het cambium.
Deze toevallige nieuwvorming van de stengel openbaart mogelijkheden die
gewoonlijk tijdens de normale ontwikkeling verborgen blijven maar bij de
weefselkweek volop gebruikt kunnen worden.

Epiphylle knoppen*. Spontane epiphylle knopvorming kan men bij bepaalde

soorten onder bijzondere omstandigheden waarnemen. Zo vormt de veldkers in
vochtige gebieden knoppen die vaak ter hoogte van de vertakking van de
nerven liggen. Bij andere soorten heeft de epiphylle knopvorming een meer
toevallig en uitzonderlijk karakter: b.v. de vorming van knoppen bij ver-
schillende Brassica's als gevolg van parasitaire aantastingen of kleine

verwondingen. Het kan daarentegen bij bepaalde Bryophyllum- of Kalanchog-

soorten regel worden. Het is dan gelokaliseerd op bepaalde plaatsen ter
hoogte van de insnijding van de bledrand. Het voorkomen hangt af van de
fotoperiode. Het kan gebeuren dat epiphylle knopvorming gepaard gaat met
knolvorming in de vorm van bulbillen of broedbollen, b.v. bij de varen

Tectaria bulbifera. Hoewel de spontane epiphylle knopvorming tameli jk

zeldzaam is, kan het voorkomen ervan niettemin doen veronderstellen dat
bladen een tamelijk groot potenti&el vermogen bezitten.

Adventieve wortelmeristemen. Onder natuurlijke omstandigheden zijn

takken, die voortkomen uit de adventieve knoppen ter hooge van de wortel,
typisch wortelscheuten, die vaak bij houtige gewassen (sering, hazelaar,
Rubus, enz.), maar eveneens bij kruidachtige gewassen aangetroffen worden

(b.v. Isatis tinctoria).

Knoppen gevormd door weefsels van de bloeiwijze. Het meest voorkomende

geval is de ontwikkeling van broedbollen ('bulbilles d'inflorescences'), met
name bij Allium-soorten (A. vineale, e.a.). Bepaalde cactussen hebben
vruchten die in staat zijn om knoppen te vormen. De bloemstengel zelf produ-
ceert slechts in uitzonderlijke gevallen spontaan adventieve knoppen. Onder
experimentele omstandigheden kan deze vermogen tot nieuwvorming vertonen
hetgeen gewoonlijk gemaskeerd is. Chouard (1934) heeft dit vermogen tot
vorming van bulbillen op bloemstengels, die na de bloei waren geIsoleerd, al

gebruikt bij Scilla verna.
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In de weefselkweek kan men ruimschoots gebruik maken van het bijzondere

vermogen tot differentiatie van weefsels uit bloeiwijzen.

4.2. Afscheiding en beworteling.

Knoppen of takken, die van de moederplant gescheiden gaan worden,

moeten aan de voet wortels maken. Planten die zich vegetatief vermeerderen

hebben altijd een groot vermogen tot wortelvorming, zij het op verschillende

manieren.

a. De beworteling gaat vooraf aan de afscheiding. Bij kruidachtige (kruipend

zenegroen) of houtige planten (bramen) kunnen kruipende, nauweli jks
veranderde bovengrondse stengels ter hoogte van de knopen wortels vormen
en zo spontaan marcotteren. De afscheiding kan later plaatsvinden na
afsterven van oude delen.

In bepaalde gevallen (Lithospermum) kan de beworteling plaatsvinden san
het eind van een omgebogen tak. Het gebeurt zelfs dat de wortels zich
vormen voordat de stengel contact gemaakt heeft met de grond.

Bij de grasachtige planten (graminieeé&n, Carex, enz.) die 'zodevormend'
zijn, vormen de korte bebladerde stengels zoden die aan de buitenzijde
aangroeien en zich hoe langer hoe meer over een gebied uitbreiden.

. De afscheiding gaat vooraf aan de beworteling. Bij talrijke aquatische

soorten vormen stengelstukken, die meegenomen worden door de waterstroom,

naderhand wortels (Potamogeton, Elodes, enz.). Deze afscheiding (autotao-

mie*), die men minder vask ziet bij landscorten (Sedum), levert spontaan

stekken en toont hiermee een bijzonder vermogen tot wortelvorming.

4.3, Bijzondere aanpassingen san vegetatieve vermeerdering.

a. Bij de meeste planten vertonen de bovengrondse stengels een negatieve

geotropie. Zij staan rechtop, hun groeiwijze is orthotroop. In bepaalde
gevallen wordt de geotropie gewijzigd en kunnen de takken een horizontale
groeiwijze aannemen ofwel plagiotropie vertonen.

Wanneer de eindknop of de knopen tot beworteling in staat zijn, is de
plagiotrope groeiwijze zeer geschikt om geleidelijk aan een steeds gro-
tere oppervlakte te begroeien.

De stolonen, veranderde plagiotrope stengels met lange internodién en
gereduceerde bladeren, vormen een voorbeeld van organen, die aangepast
zijn aan vegetatieve vermeerdering. Bij bepaalde sardbeien (Fragaria col-

lina) vindt de beworteling ter hoogte van de eindknop plaats en produ-
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ceren de axillairen nieuwe stolonen. Dit is een voorbeeld van fauto-
podische' groei. Bij andere socorten met een 'sympodische' ontwikkeling
wordt de groei afgewisseld met de beworteling van axillaire knopen. De
vermeerdering door stolonen zien we bij talrijke ecologische groepen:
planten van grasvelden, of groeiend onder bomen, maar ook rotsplanten
(Sempervivum, Saxifraga sarmentosa) en zelfs waterplanten (Vallisneria

spiralis).

Reserveorganen, bollen*, klisters* en bulbillen* (broedbollen. Knolvor-

ming kan een aanpassing zijn aan vegetatieve vermeerdering in die zin,
dat deze dankzij de ophoping van reserves niet alleen scheutverming en
beworteling kan vergemakkelijken, maar vooral de overleving en de groei
van de nieuwe plant. na de afscheiding kan waarborgen. Knolvorming is
evenwel niet altijd en noodzakelijkerwijs verbonden aan vegetatieve ver-
meerdering.

De vorming staat dikwijls in relatie met de fotoperiodiciteit (induc-
tie van de knolvorming bij aardappel door korte dag. Zie knollen*) en met
de thermoperiodiciteit (voarbeeld: tulp). Rhizomen*, al dan niet voorzien
van reservestoffen en al of niet langwerpig van vorm, zijn vaak organen
die de vegetatieve vermeerdering vergemakkelijken. De reserveorganen die
het meest typisch samenhangen met de vermeerdering zijn de 'bulbillen' of
broedbollen. Dit zijn kleine bollen, d.w.z. korte stengels, waarvan de
bladeren knolvormig verdikt zijn en de buitenste bladen in beschermende
schubben veranderd kunnen zi jn.

Bulbillen zijn meestal bovengrondse organen, Zij staan soms ingeplant ter
hoogte van de wortelhals, zelden ondergronds. De bulbillen worden vaak in
de bloeiwijze gevormd, vooral bij lelieachtigen. De knolvorming kan
echter verschillende organen betreffen: wortel, hypocotyl, stengel, blad.
Een tulpebol bevat slle vegetatieve organen: korte stengel (bolbodem),
bladen (rokken) en wortels.

Stengelbosjes en organen voor resistentie tegen kou of droogte. Bij be-
paalde soorten ontwikkelt zich in de oksel van de bladen niet slechts een
enkelvoudige okselknop, maar een bosje korte stengeltjes ('pousses
proliferes'). Deze wijze van vermeerdering komt tamelijk zelden voor. Men
vermoed echter dat als gevolg van bepaalde behandelingen, zoals tcepas-
sing van cytokininen, een knop die enkelvoudig zou blijven, zich kan
ontwikkelen tot axillaire bosjes van de tweede of van een hogere orde.

Van deze eigenschap wordt in de praktijk van de 'meristeemcultuur' ruim-






