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Untemetten van tomste~hypoectylen en -gtengels in
verband met het opzetten van woefseloultures 1968
{mei « jumi).

froject €, IV

(m over steriele callus-weefsels te beschilkken,
die nodig zija om tot vorming vam pro-embryc's to
komen, word deze ontemettingsproel copgezet. tiierbi}]
lag het in de bedooling, cu de weefselldelen (hypooo-
tylen of stengeldeien) uitwendig te onitmmetten,
sasrduoy geon vitale schimmei~ of bacterie-sporen
meer aapwezig svuden zijn. De cmtemetting mooht eonter
niet te zwaar zijn, omdat den ook het tomate~weefsel
beschadigd of gedood zou kunnen worden.

et betrof bier een vri] eeavoudige proefopzet.
Ka het ontemetten werden de weefselstukjes 3% met
steriel equa dest. uitgespredd, tuosen pteriel fil-
treerpaplier gedrocgd en uitgeplant., Alvorens de stuk-
jes uit te plunten (liggend) werden de "cude® snij-
viskken steriel afgevneden. Deze "oude® pndjviakken
waren bi) het versanelien van de weofaelotukjes in
paraflfine~ciie gedoopt, om uitdroging te voorkomen en
ook om het indrisgen ven de ontsmetiingavieeistoef
tegen te gaan.
Vergeleken worden de voligende cbjecten:

1. Chloorkalk 5%, gedurende 15 min.

2. Chicorkalk 5%, gedureade 30 min.
3. Dompelien in alc. 70, daarna 1% min. chicorkaik 5.
4. Dompeien in alc. 70, desarna 30 min. chloorkslk 5%,
5. Dompelen in uitviceier 0,15, dsarns 1% min. ciloor=

kalk 5%.



6. Dompeden in witvieeier 0,1%, daarpe 30 pin. chicor-
kadk i

T« vhdvorkaik 5% met 0.1% uitviceier gedurende 15 min.

8, t/m 14, ais 1 t/n 7. maar in pimats ven 5% chicor~
kalk werd 10% gebruikt, dus:

Ge Chicorvkalk 10F gedurende 15 min.

9. Chicerkaik 1074 gedurende 30 win.

10, Lempeden in 8i¢, TO, doarna 15 win. in cbleorkalk 107

11, bompelen in ale. 70, dasrna 30 min. in chloorkaik 104

12. Lompelen in uitviceier 0,15, deurna 1% min. in cbloor-
kalk 10%. ‘

15. Dompelen in ultviceier 0,1%, daarsa 30 min., in chloop-
kaik 10#. \

14, Chlocorkaik 107 met 0,1% uitvicsler gedurende 15 min.

Gedurende de ontemetiing werden de astukjes weefgeld

mat vicelstoef regeimatiz geschud, De proef werd in tuee-

en gespiitat.

Bebh. 1 t/m 7 werden in mei uitgevoerd, beh. 8 t/m 14

in juni.

De samenstelling van de voedlngsboden geuit bijlage V.

Enkele opmerkingen betreffende het uitpisnten gijn im

bijiage 2 opgenomen,

Resultaten

le gemiddelde gegevens pey beh, zijn in bijisze 9
vpocacmen. Hierbl] is vastgelegd Let pevcemtage vere
ontreinigingen en het poreentage weelselstukjes det
op Ge &én of andere wijze uitzreei te sien guf. Van
dit laatste werd tevems vastgelegd in hceverre dit
callusgroel, worteigroel of sterke uitgroel vam de
baren (tricacmats) betref.



Inviced cntsmetting
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kmaking van %% chloorkalk (beh. 1 t/a 7)
werd in felte geen ontemetting verkregen, In het beste
goval werd "slechte® 807 vercntreinigd, mear meostal bee
droeg 41% 80 - 1003, wel vertoonden de weefaselstukjes
neiging tot ¢alius- en wortelgroei.
Bij de tweede helift van de proef werd 107 chicurkalk ge=
brulkt. (m bet tweede gedeelte met het corste gedecite
te hunnen vergelijken werd beb. 1 herbanld. et vreende
goeval doet zich nu voor, dat bhierdi] eon betere cntemet~
ting word verkregen, dan bl) deszelife cntemettingsduur~
on ~wijze bij een dubbsle concentratie van de cbloor-
kaik, Hierbl] moet dus of een fout gemaakt zijn of wed
gpeeld hierblij de $1)d een rel, dle vericopt tuseen de
bereiding van hot chloorkalk-wster ea de toepassing
dasyven. Yeoriopig zullen deze ¢ljfers dus buiten bee
sohouwning biljven,
Bij gebruikpmaking vasn 107 chiloorkasik zag men bij

een cntemettingsduur van 15 min, 807 vercntreinigingen.

“prden de atukjes 30 min, cntemet, dan was het aantal
vercatreinigingen 60%. De vorming van ealius was vrij-
wel gelijk bij deze 2 bvehandellngen. liertels werden
nlet gevornd bij de lsnge maar wel bij de kortere
cntspetiingsdunr,




Voor bet ontametten dompelen in ales 70 om lucht te
varwij&ereneﬁat eontaot met de ohliverkalk te verbeteren
gef bi] de kortere (15 min.) ontsmettimgsduur volop ver-
entreinigingen, selfs nog iete weecr den zonder degze Voor-
behandeling met ale. 70, Bij de iange ontametiingsduur
{30 min.) bieken vrijwel geen verontreinigzingen op te
treden, maar pu leoek de ontsmetting weer te "atraf® ea
vond den ook generiel uitgreel plests. De voorbehandeling
met uitviceier leck eveneens een te sterke @nﬁaaeﬁtiﬁg
te geven.

. Raadseliachtig is, dat daar, wasr de uiﬁv&éaier
asn bet catasmettingsmiddel werd toegevoegd, geen goede
entometting en wel weer groel werd verkregen. Hogelijk
werd ovk hierbij, omdat het de lastste behandeling was,
chigorkalk gebruikt die sl geruime ¢ijd gawtaan bad en
min of meer was uitgewerkt. det is immers mmeiiijk asp
te nomen, dat de uvitvicelier "beschermend®™ gou werken.

B1j een eventucle velgenmde proel iijkt het dus nuttis
de velgorie van de behandeling vast te legcen en na

te gaon of er eomn verband bestuat tussen bereidingetijd
en tcepoassingatijdetip ven de chloorkeik. e veerloplge
eoneiusie is, dat niet &én van de geteste cntamettingen
braikbasr weas.

Invlae&_afﬁekkaﬁ aa% poarefiim

f ver@atr.  uitgreel in %

; % calius w@@ﬁe&s “haran”‘%wtaa&
‘mnaer parafim (-p) | 70 21T 2 1 36
‘et perafilm (+#) | 75 | 4 28 2 | 33

Hierbi] dus geen verschil in verontreinigingen tua-
sen -P en +P. Do oallusgroel leek door +F verninderd te
worden, de wortelgroel verbeterd. Dit leek afhankelljk
te zijn van bet oorspronkelljke meteriasl, zoals met
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enderstaoande tabel verduldelijkt zal worden.

W T T
tels ren" taal
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Byp. 48 ‘4 z

L 0
3t -¢ | 83 37 40 3 . 60 \
8%, +P, 86 20 49 6 57 S8t. 84 | 36 44 | 4

Bij myposotylen waarschiiniijk geen versehil in
eallusgroel tussen -P en +P, maar duidelijk meer wortels
bij +P, 85i) de stongeis ¢en duidelijk betere calius-
groei Bij -F en iets meer wurtelgroei bij +&. (<P meer O,
en lagere l.vehe dan 4 P, do oozzsak 7).
be ulitgroel van de haren van de spidermis 2zag men in
dege proef uitsluitend bl] de stengels cptreden.

Verder kan men opmerkesn, dat bl) de hypoectylen vermce-
deiljk meer vercntreinigingen cptreden dam bij de
atongels (dichter bi] de grond) enm bij stengels mear
ultzroel wordt gevonden.

ef Ling en eont "
in de werden geen bevredizonde ontsmettings-

se proef

methoden waargencmen.

Aangeande de uitgroel kan het volgende wordem vercnder-

ateld. ‘

t. Parafilm-afdekking geeft minder osllusgroei masr meer
wortelgroel {vooral bij hypoootylen).

2. Stengels geven meer uitgroel dem hypocctylen,

doncdusie: er zal nssr andere ontanetiingsmiddelen ge-

gooht meeten worden. Tevene zal voortasn de volgorde

van d¢ bebendelingz aasngeseven worden in verband met ecen

mogelijke teruggeng van de kwaiitelit van het ontsmettingo-

middel in de loop ven de dag.

be preefncemster,
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i. gacgﬁg)gﬂ 4 ﬂg@ ﬁ% &g/l
Eﬁﬁﬁ 125 mg/l
Hgd0,. T 1,0 125 me/i
Kil , 20 125 mg/i

2 "4 oo
yedta (5 mg Fe’  /ml) 0.6 i/l
Enianine (vit. B,) 1 mg/i
LeCysteline hydrochioride 10 mg/i

II. Per iiter van bovengencemie g¢plossing 1 ni van de
volpende sporenelementencpicsaing.

in30, . 8,0 2540 mg/i
Zn30,. 7 8,0 500 mg/4
5504 500 mg/i
Hayiie0,. 2 4,0 25 mg/i
@u&ﬂ4. 5 Egﬁ 25 mg/i
32%@40 BeZe 183 05 ml/l

i1il. Saconarcse 30 g/i
IV. 3Stollien met 10 g/} Baeto~-agar

Y. Stereliseren op 1 atm. gedurende 15 min.
&de feclile cover proppen.



Bijlage 2

Veedingsbuden bereid op /5  pi 4.1%
1 4/m 10 aypeestylen
11 t/m 20 epicctyien
pianiten - generatief

Voedinssbodem bereld op 12/6 pu 4.25
beh. 9 cude pi. stengeldeelitjos tussen zaadlicb en le bi.

8 - " # te en 2e bl.
12 - # " Ze en 3° bd.
Cverige bel, jonge planten.
G2lie Ae 1y 2y I -~ gude pi. de veat - jouge planten.

w = worteld
Weile © W.hATER
Be = OBLIUD
at. = sitengel



Bijlage 3.
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intonetton van tomatbe:

whypooatylon uet
chlosrblecklooy in verbesd met hot opuotten

van wveelselkwelben.

sober = novenber 1960)

Projoct C. IV

Proel 1.



PROBFATATION VOUR DB GRULHTHN- BN FRULITERLY CHUDER GLAS
T5 HAALDUISK..

sktober/novenber 1968
proejegt © IV

Gezlen de minder goede reosulteten aet cnlocrkaik
bereikt werd nu een ander midded, met nane culogr-
bieekisog, gsprobeerd. dovendien vroep de bereiding
van dezse cntonettingsvicelstel minder tiJd dan bl
enlovrkalk bet geval ia. Tovens werd vergoed, dat
met deze ¢nitsnetting kortere cvntsmetiingatijden ge-
bruikt konden werden.

Om de werking van dit middel ma te gesn werd een vorse
fies chloorbleekicus bosteld. Aangesien noug vele fieg-
sen in vogrrand waren, is op veracek ven p, joornneel
ok de Youde" chloorbleskloog zeteat.

Ereefopzet

be proef vond in 20-voud plaate, hetgoen wil zeg-
fen, dat 20 aypocotyle stengelledon op dezelfde wijae
vntomet werden. Ha bet ontopetten, ultwassen en drogen
warden de stukjes ligsend op de bodem geplmatst.
Als te deoen gebruikelljk werd bi] ket vercemelen de
snijviakken inm paraffine-ciie gedoopt. Visk vilr het
uitplanten werden dexze delen nitericd sigesnedan.
Ha net uitplunten werden de bulzen of alieen medt sen
wattenpropje <f met een watitenpropje + parailinm afze~
8icL8N.



be volzende cntomettingen werden vergeleken:

1. (ntometten met 5% chioorkelk gedurende 15 min ( pontr.)

2. Untsmetton met 5% ehlcorbieeklucg gedurende 2 min.

3. (ntametien mwet 5% oblucrbieeklcog gedurende 5 min,

4. Untometten met 5¢ chlcorbleekicog gedurende 10 min.

5. Untssotien met 7.5¢ ohloorbleekiceg gzedurende 2 min.

6. (Untaometten met W chloorbleekiccs gedurende 2 min.

To e weefpelptukjes eerat iw alc. 70 dompeien en
dasrne cntsmetten met 5% chloorbleekicog gedurende
2 mia.

8. Untometten met 9% ehleorbiseklocg wanraan 0,18

: uitviceler is toegeveegd gedurende 2 min.

9 t/m 15 als 2 t/n 8 nesr bierbij werd "oude” Quicure
bleekleog gebraikt.

e voorbehandeling met alc en not toevesgen van
ultviceier worden beide gedsun ouw de cpperviakie~
spanning te verminderen en een beter cuntuct ven het
te ontsaetten weefsed met bet ontsmetiinzamiddel %e
krdjzen.

s samensteiling van de vosdingsbodem is in bijlage 1
te vinden. De verkregen uitkomsten zijm in bijlase 2
CPEenTIeLie

Ult bildege 2 blijktzonder meer, dat de "cude®
chaicoerbleeklcog fte "oud® was. Er werd hierbij geen ont-
smoetting verkregon. Ir zijs 2 mogesijkheden, of er
bovond zich helemesl geen vri] on werkzeam chloor in de
vude opiopsinz of de concentratie was zo gering, dat een
aterkevs ¢plessing gebruikt nad mceten worden.
$ij een volgende proef zsi daarem vilr tot ontsmetten
werdt overgegaan het Ui-gehalte in de chloorbleeckioccg
worden bepasld,
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Bij de verse opjossingen werden wal verschiilien
gevonden. e beate ontametiing ieek men te krijgen
als er gedurende iets langere tijd werd catsmes.
Untametiten gedurende 5 of 10 pinuten pet 5% chlcor-
bleekioug gef alecits 30 & 35% verontreinpigingen te
zien.

Bitgreel trad weliswmar maar in seer geringe mate
spy maar 4dit wap ook bij de cverige benandelinzen bet
gevad. De bypeooitylen sullem dus of een geringe vita-
iiteld hebben bemeten of z¢ dun en teer gijn geweeatl,
dat deardcur tocu schsde optrad. Bovendien werd dege
preof niet te lang mangebouden (* 2 msanden). Dese tijd
wae cobter vuim veldcende om te begordeien of nog ver-
dere groel sou kunnen opireden.

Zenn ontenettingsduvr van 2 minuten was dulidedijk
te kgort om geed te kunnem inwerken. Noeh het verficzen
van de concentratie nech een voorbshbandeiing met aic.
of het toevoegen van uitviceier resulteerde in cen
veldoende ontemetiing. Verontreinigingen werden hierbij
tussen 80 en 100% gevenden, monder dat hierbi] een lijn
Tele¥e de gonpy ©F bohendelingen was waar to nemen.

In tegensteiling %ot een ecrder gencmen proef
biosk nu dat parafilm-afdekking het ssntal verentreiw
pigingen verminderde. ket ultgroeien word ock sterk
verminderd door de parafilm-afdekking em dit betref
sowed de eallug~, wortei~ als "haarP-groei.

In deze proef werd ohleoorbleekiceg ale ontsmettinge~
vigeistol voer Bypocctylen gebruikt. Uit leek ceen betere
ontsmetting ¢e Kunnen geven den obloorkalk. De julste
geacentratic 1s echter nog niet bekend. wel bleek, dal
een cntamotiingeduur van 2 minuten te kort was.
Untometiingetlijden van % minuten 4iijken meer perspec-
tieven te bleden,



wangare tijden sulien ook gouede resuitaten kusnen
geven moar lljken minder geschikt omdat ze meer tijd
vragen. Ult dezs proef kwam bovendien near voren,
dat de culoorbleekiveg bij een langere ti1jd buwaren
winder aetiel wordt, zcdat vooriaan vidr bet toe-
paspon, de workzasmheld chemisch zml werden bepauid,.
Tensiotte werd in deme proel opgomerkt dat

afdekken met parafils iets minder verontreinigiogen
gaf msar dyldelijk veel minder uilgreel.

e proefneemster,




“djisze 1.

Voedingebuden bereid op 2/11-1562 i = 4,14

Samenatedlling 3

500 me/i
125 mg/fi
‘ 125 mg/i
i, 20, 125 /s

vedta (5 mp 76" /mi) Teb nESL
Thianineg (vit. ﬁgﬁ 1 ng/i
we Gysteine hydrocihlorids 10 mg/d

I  Per iiter van bovengencemde oplossing
1 ni. van de volgende sporensdomenten~
splosaingt
@ﬁﬁgé. &g@ 2540 nmosd
@50, T 80 500 mz/d
u§§@3 500 nefL
CutG,e 5 6,0 2% me/l
A ghied, . 2 Uyl 25 mo/d
ﬁgﬂﬂé. See 1,03 a5 wifi

11T deccharcse 30 g/i
I¥  stolien met 10 g/i hmetuo-agar

) Ztereliseren op 1 atum. geodurende 15 mioulen.
dhefuiie over de watlenploppeli,



Bijlage 2.
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e peests vercatreinigingen waren bsotérién.



