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Voorwoord

Dit verslag 1is het resultaat van een onderzoek bij de
werkgroep cel— en plantengenetica aan de Rijks Universiteit te
Groningen. Het onderzoek stond in het kader van een acht maands
doctoraalonderwerp cel— en plantengenetica. De verslaglegging van
het onderzoek gebeurt in twee delen : dit verslag en het verslag
"Het gedrag van diplochromosomen in beginnend callus van Solanum
tuberosum L. tijdens de mitose".

Graag zou ik hier alle personeel en studenten van genoemde
werkgroep hartelijik willen bedanken voor geboden hulp in welke
vorm dan ook en meer in het bijzonder voor de prettige werksfeer,
die het mogelijk maakten dit onderzoek op prettige wijze te
bewerken. Meer in het bijzonder zou ik Laas Pijnacker en Margriet
Ferwerda willen bedanken voor hun inspirerende begeleiding, zowel
wetenschappelijk als niet-wetenschappelijk. Tenslotte zou ik Henk
Krijgsheld willen bedanken voor het beschikbaar stellen van

plantjes van het genotype 860040.

Augustus '87

Gert Baarda
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Inleiding.

Bij de hedendaagse plantenveredeling en -—genetica wordt,
naast de ‘'normale"” Kkruisingen, gebruik gemaakt van daarvan
afwijkende bijvoorbeeld biotechnologische methoden. Zo kunnen
o.a. haploide (2n=x) planten in aanzienlijke hoeveelheden
geproduceerd worden. Het voordeel hiervan is, dat in haploid
materiaal alle aanwezige genen tot expressie komen en dat zo ook
recessieve (geinduceerde) mutaties ontdekt kunnen worden. Ook
wordt gebruik gemaakt van calluskweek, waarbij uit wondweefsel
aan plantedelen een ongedifferentieerde celmassa gekweekt wordt.
Uit dergelijk callus zijn via regeneratie weer planten te
verkrijgen, die mogelijk door mutatie andere erfelijke
eigenschappen bezitten dan het uitgangsmateriaal.

Een groot probleem is,dat calluscellen kunnen gaan
polyploidiseren (o.a. Bayliss 1980; D’'Amato 1985). Doordat niet
alle cellen dit in gelijke mate doen, zijn in het callus cellen
met verschillende DNA-hoeveelheden te vinden. Polyploidisatie
treedt ook op in <callus van de aardappel, Solanum tuberosum
(Jacobsen et al. 1983; Sree Ramulu et al. 1984; Pijnacker et al.
1986) . Het optreden van polyploidisatie wordt toegeschreven aan
het gebruik van fytohormonen (D'Amato 1952, 1985; Bayliss 1980)

In gedifferentiéerde weefsels van planten zijn voornamelijk

twee DNA-niveaus aanwezig. Deze niveaus horen bij cellen,
verkerend in de Gl-fase ('rustfase'" na deling) en cellen in de
G2—-fase ('"rustfase'" voor deling). In de G2-fase is twee keer zo
veel DNA in de cel aanwezig als in de Gl-fase. Daarnaast komt
meestal een klein aantal polyploide cellen voor (Levan 1939; Nagl
1978) . De frequentie van cellen met verschillende DNA-gehalten
verschilt tussen verschillende weefsels van een plant en tussen
verschillende genotypen (voor de aardappel : Jacobsen et al.
1983; Sree Ramulu & Dijkhuis 1986). De relatieve frequentie van
Gl- en G2-cellen en de mate van polyploidisatie kunnen bepaald

worden met behulp van cytofotometrie. Het kern-DNA wordt hierbij



gekleurd met een specifieke kleurstof, waarna de extinctie van
afzonderlijke kernen bepaald kan worden (Jacobsen et al. 1983,
Sree Ramulu & Dijkhuis 1986)

Polyploidisatie wordt toegeschreven aan afwijkingen van de
normale celcyclus. Bij calluginductie zou polyploidisatie
optreden doordat gedifferentieerde cellen, die geen deling meer
vertonen, tot deling worden aangezet. Het idee hierbij is, dat de «c
cellen eerst een ronde DNA-synthese doorlopen en pas daarna in
deling gaan (Grafl 1939; Pijnacker et al. 1986).¢l/ #0wn ;/ e, il

Er zijn verschillende methoden bekend om de celcyclus te
beinvloeden, voornamelijk door de cellen tijdelijk 1in een
bepaalde fase van de celcyclus te Dblokkeren. Gezien de theorie,
dat cellen die tot deling worden aangezet eerst een syntheseronde
doormaken, lijkt de aangewezen weg om te komen tot callus met
uitsluitend hetzelfde ploidieniveau als het uitgangsmateriaal,
het uitgaan van materiaal met alleen Gl-cellen. Immers, als alle
cellen vanuit de G1 hun DNA zouden repliceren en daarna in deling
zouden gaan, zou het "uitgangsploidieniveau' gehandhaafd blijven.
Stoffen, waarvan bekend is dat zij de celcyclus op de overgang
van Gl- naar synthesefase blokkeren, =zijn onder andere
hydroxyurea (HU) (o.a. Nagl 1972; Nishinari et al. 1982;
Nishinari & Syono 1986), fluorodeoxyuracil (FdU) (o.a. Eriksson
1966) , aphidicoline (o.a. Guri et al. 1984; Sala et al. 1983) en
S5—amino-uracil (5-AU) (o.a. Navarrete et al. 1983; Cortes et al.
1983) .

Slechts Nagl (1972) gebruikte een van deze stoffen, HU, voor
het blokkeren van de celcyclus in georganiseerd weefsel, in dit
geval in protocormen van Cymbidium. Voor het overige is dit soort
syntheseremmers slechts gebruikt voor het vastleggen van cellen
in de Gl-fase in celsuspensieculturen, een cultuurvorm waarin
meestal polyploidisatie optreedt. Over het voorkomen van
polyploidisatie door het gebruik van DNA-syntheseremmers kon geen
literatuur gevonden worden.

Ook manipulatie met nutriénten kan de celcyclus beinvloeden.

Zo blijkt bijvoorbeeld bij suspensieculturen van Acer



pseudoplatanus nitraatgebrek de cellen vast te leggen in de Gl-

fase,terwijl ook fosfaat- en suikergebrek de celcyclus
blokkeren(Gl:62 in de verhouding 4:1) (Gould et al. 1983).

Een andere methode om de relatieve frequentie van Gl-cellen
te verhogen 1is het gebruik van delingsstimulatoren. Een
delingsstimulerend effect is onder andere bekend van cytokinine
(o.a, Fosket & Short 1973) . Bij het gebruik van een
delingsstimulator verwacht men dat het aantal G2-cellen afneemt,
doordat een verhoogd aantal, via deling, Gl-cellen oplevert.

Met behulp van cvytofotometrie 1is in dit onderzoek getracht

een antwoord te verkrijgen op de volgende twee vragen:

1. Is het mogelijk om door voorbehandeling met DNA-
syntheseremmer (s) en/of delingsstimulator(en) het percentage Gl-

cellen in explantaten van Solanum tuberosum te verhogen 7?7

2. Is het mogelijk stabieler, d.w.z. minder of geen
polyploide cellen bevattend, callus te kweken uit explantaten van

Solanum tuberosum, als wordt wuitgegaan van explantaten die een

hoger aantal of alleen Gl-cellen bevatten ?



Materiaal en methoden.

Om Z0 gunstig mogelijk (veel Gl—cellen bevattend)
uitgangsmateriaal te verkrijgen werden verschillende weefsels
gebruikt, nl. de stengeltop (meristeem en directe omgeving), een
klein (£ 0.5 ocm) nog niet volledig uitgegroeid blaadje, een
groot, wuitgegroeid, blad en een stengelstukje van tussen het
derde en vierde Dblad. Hiervoor werden plantjes van de

monohaploide (2n=x=12) Solanum tuberosum, lijn 7322 (Jacobsen

1981) gekweekt in potten met MS 10 (= Murashige en Skoog medium
met 10 g/1 sucrose) . Voor cytofotometrisch onderzoek werd het
materiaal gefixeerd in Carnoy (ethanol absoluut : ijsazijn = 3
1) bij 4°C voor minstens 24 uur. Hierna werd het weefsel 25
minuten gehydrolyseerd in 5N HCI1, gespoeld in demiwater en
gedurende 2-3 uur in de koelkast gezet in Schiffs reagens voor
specifieke DNA-kleuring (Feulgen-reactie). Na 10 minuten spoelen
in leidingwater werden van delen van het gekleurde weefsel
squashes gemaakt in 45% azijnzuur. Deze preparaten werden, na een
nacht in de diepvries en drogen aan de lucht, permanent gemaakt
met DePeX. In deze preparaten werd van * 100 kernen de arbitraire
DNA-inhoud gemeten met behulp van een cytofotometer, =zoals
beschreven door Tempelaar (1980). Tevens werd gebruik gemaakt van
een snelle meetmethode (stappen van 1 u i.p.v. 0.5 u en zonder
gebruik van lichtbeperkend diafragma) als beschreven door
Jacobsen et al. (1983). De C—waarde van de gemeten kernen werd
bepaald aan de hand van aanwezige mitoseplaten. Bij preparaten
waar geen deling werd aangetroffen, werd deze C—-waarde bepaald
aan de hand van vergelijkbare preparaten, waarbij deze ijkmethode
wel mogelijk was.

Behandeling met syntheseremmers vond op twee manieren plaats.
Als eerste methode werden *+ 4 stengeltoppen van 7322 per pot
gezet op MS 10 met syntheseremmer. Als syntheseremmers werden
hierbij gebruikt hydroxyurea (4 mg/ml medium en 0.4 mg/ml medium)

en fluorodeoxyuracil (0.01 mg/ml medium) .De syntheseremmers



werden opgelost in 8 ml demiwater en filtersteriel toegevoegd aan
100 ml gestold medium, minstens een dag voor het overbrengen van
de stengeltoppen. Van de op deze manier behandelde plantjes
werden na zes dagen een aantal kleine blaadjes onderzocht.

De andere behandelingsmethode vond plaats op 1in stukjes
gesneden (recht op de hoofdnerf) kleine blaadjes van de

monohaploide (2n=x=12) Solanum tuberosum, lijnen 7322 en 860040

(mutant van 7322 met veranderde zetmeelsamenstelling), afkomstig
van steriel opgekweekte (als voorbeschreven) plantjes. Deze
bladreepjes werden in petrischalen uitgelegd op verschillende
vaste media, al of niet met syntheseremmer. Ongeveer 30
bladreepjes werden per schaal, met parafilm afgesloten, in het
donker bij 25°C geincubeerd. De gebruikte media waren

1. M 308 = MS-medium met 5 mg/1 NAA, 0.1 mg/l BAP en 8 g/l

agar

2. WA = wateragar = gedestilleerd water met 8 g/l agar

WA 10/BAP = wateragar met 10 g/l sucrose, 0.1 mg/1 BAP en
8 g/l agar
Per petrischaal met 25 ml gestold medium werden op deze media,
via een bacteriefilter, syntheseremmers toegevoegd, telkens
opgelost in 2 ml demiwater. Deze toevoeging gebeurde telkens
minstens een dag voor uitleggen van de explantaten. De gebruikte
syntheseremmers en de concentraties zijn weergegeven in tabel 1.

Van deze explantaten werden na een aantal dagen (M 308 : 2, 5
en 12 dagen, WA : 3, 6 en 10 dagen, WA 10/BAP : 3, 4 en 5 dagen)
een aantal wuit de schalen gehaald en verwerkt tot Feulgen-—
squashes. Van deze preparaten werden per behandelingsmethode 2
preparaten cytofotometrisch onderzocht, waarbij per preparaat van
+ 50 kernen de DNA-inhoud gemeten werd.

Aan de hand van de metingen werden de behandelingsmethoden
gescheiden 1in succesvolle en niet succesvolle methoden. Een
methode werd succesvol genoemd als het aantal Gl-cellen in de
onderzochte explantaten relatief groter geworden was.

Van met een succesvolle methode behandelde explantaten werden

de resterende explantaten uitgelegd op verse schalen M 308 om



callus te induceren. Deze explantaten werden gefixeerd in Carnoy
op het moment dat =ze een dusdanig groot callus gevormd hadden,
dat het mogelijk was het callus zonder moeite te scheiden van het
explantaat (ongeveer speldeknop-yrootte). Van de op deze manier
verkregen calli werd aselect een aantal uitgekozen. De uitgekozen
calli werden tot Feulgen-squash verwerkt, waarna van * 25 kernen
per callus de DNA-inhoud gemeten werd. Van elk callus werd het
percentage kernen berekend, dat een DNA-hoeveelheid bezat hoger
dan het 2C-niveau. Dit =zijn de Kkernen waarvan zeker is, dat =ze
niet haploid zijn.

Om te kunnen kwantificeren in hoeverre voorbehandeld (voor
uitleggen op callusinducerend medium) materiaal 'beter", d.w.z.
minder polyploide cellen bevattend, callus oplevert, werden bij
wijze van contrdle bladstukjes van kleine Dblaadjes van 7322 en
860040 uitgelegd op M 308 (zonder voorbehandeling) en verder
gelijk behandeld als de voorbehandelde explantaten. De
percentages niet haploide kernen van deze calli werden vergeleken
met de percentages niet haploide kernen van de calli, afkomstig
van voorbehandelde explantaten, Hierbij werden de
voorbehandelingsmethoden gescheiden gehouden. De statistische
significantie van de verschillen werden getoetst met behulp van
de Mann-Whitney toets (Downie & Heath 1974). Op dezelfde manier

werden ook voorbehandelingsmethoden onderling vergeleken.



Resultaten

Het Dblijkt, dat het hoogste percentage Gl—cellen gevonden
werd in kleine (% 0.5 cm) nog niet wuitgegroeide blaadjes (figuur
1). Deze Dblaadjes bevatten ongeveer 77% Gl—cellen en 23% G2-—
cellen. In de stengel en in een groot, uitgegroeid, blad werden
veel meer G2-cellen aangetroffen (resp. 50% en 45%), terwijl in
deze weefsels tamelijk veel polyploide <cellen aanwezig waren
(resp. 11% en 14%). In de onderzochte stengeltoppen (meristeem en
directe omgeving) werden 2 (= 2%) polyploide cellen aangetroffen.
In dit weefsel is de verhouding tussen Gl— en G2-cellen moeilijk
te schatten, maar het 1lijkt niet overdreven te stellen, dat er
minstens evenveel G2-cellen in aanwezig 2zijn als 1in de
onderzochte kleine blaadjes, terwijl er daarnaast een aanzienlijk
aantal cellen in synthese is. Om deze redenen is in het vervolg
van de proef slechts gebruik gemasakt van kleine, nog niet
uitgegroeide blaadjes.

Behandeling van stengeltoppen met MS 10 met syntheseremmer
blijkt niet te leiden tot een verhoging van het aantal Gl-cellen
in dit materiaal (figuur 2). De onderzochte kleine blaadjes van
plantjes die zZes dagen behandeld waren bezaten allen minder Gl-
cellen dan het wuitgangsmateriaal (49-62%). Van op deze manier
behandelde blaadjes is niet uitgelegd op M 308.

Ook behandeling van bladstukjes met M 308 en syntheseremmer
blijkt niet succesvol (figuur 3). Het aantal Gl-cellen neemt bij
deze behandelingsmethoden niet toe. Er werd zelfs een afname van
het aantal Gl-cellen waargenomen, terwijl er bij de behandelingen
met hydroxyurea (zowel 4 als 0.4 mg/ml medium) een toename van
het aantal polyploide kernen werd vastgesteld (8-40%). Bij de
behandeling met fluorodeoxyuracil werd geen polyploidisatie
waargenomen, naarmate de behandeling langer werd voortgezet nam
het aantal in synthese— of G2-fase verkerende cellen echter toe.
Op deze wijze behandelde explantaten zijn in het vervolg van de

proef niet gebruikt.



De resultaten van de behandelingsmethoden met wateragar met
of =zonder syntheseremmer =zijn weergegeven in figuur 4. Bij
gebruik van de laagste concentratie HU (0.4 mg/ml medium) blijkt
na drie dagen het aantal G2-cellen te zijn toegenomen terwijl er
enige (6%) polyploide cellen aantoonbaar zijn. Naarmate de
explantaten langer op deze manier worden behandeld, worden meer
Gl-cellen aangetroffen, terwijl na 10 dagen geen polyploide
cellen meer aantoonbaar zijn. In deze explantaten werden na 10
dagen meer Gl-cellen aangetroffen dan in het uitgangsmateriaal
(behandeld : 86%, uitgangsmateriaal : 77%). Bij gebruik van de
hogere concentratie HU (4 mg/ml) blijkt het materiaal bij
voortdurende behandeling steeds meer Gl—cellen te bevatten (na 3,
6 en 10 dagen resp. B5%, 94% en 97%) . Ditzelfde effect treedt in
jets mindere mate op in het contrélemateriaal, wuitgelegd op
wateragar zonder toevoegingen (na 3, 6 en 10 dagen resp.74%, B86%
en 84% Gl-cellen). Het materiaal, dat behandeld werd met
wateragar en FdU geeft over het algemeen het volgende beeld : Na
3 dagen is de verhouding G1-G2-cellen grofweg hetzelfde als in
het uitgangsmateriaal. Na 6 en 10 dagen verandert de verhouding
door een toename van het aantal G2-cellen. Deze verschuiving
lijkt eerder op te treden en groter te zijn naarmate de gebruikte
concentratie FAU lager is.

Van de met wateragar met of =zonder syntheseremmer behandelde
explantaten werd een aantal na 10 dagen behandeling overgelegd op
M 308 voor callusinductie. Dit gebeurde met explantaten van alle
behande lingsmethoden, behalve die met de laagste concentratie HU
(0.4 mg/ml) en die met de laagste concentratie FdU (0.01 mg/ml) .
Omdat aan de uitgelegde explantaten geen callus groeide (tot * 40
dagen na uitleggen op M 308), kunnen over dergelijke calli geen
resultaten gepresenteerd worden.

Alle drie behandelingsmethoden die wuitgaan van WA 10/BAP
(geen toevoeging; met HU 2 mg/ml; met FdU 0.20 mg/ml) geven
onderling ongeveer hetzelfde beeld te =zien (figuur 3) : een
snelle toename van het aantal Gl-cellen binnen 5 dagen na

uitleggen van de blaadjes. Het percentage Gl-cellen loopt hierbij
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op tot 93% (geen toevoeging), 97% (HU 2mg/ml) en 96% (FdU 0.20
mg/ml). Op alle dagen dat van deze explantaten materiaal
gefixeerd is, 1s ook een aantal explantaten overgelegd op M 308,
voor callusinductie,

Van de op WA 10/BAP met of zonder syntheseremmer
voorbehandelde explantaten vormden de explantaten, die met FdU
(0.20 mg/ml) voorbehandeld waren, geen callus. Dit materiaal is
zes weken aangehouden op M 308. Na 4 weken was blaasjesvorming
zichtbaar, hetgeen vaak een voorloper van callusvorming is.
Aangezien na 6 weken nog geen goed callus zichtbaar was, is deze
methode als te langdurig bestempeld en gestopt. Het op WA 10/BAP
met HU (2 mg/ml) en het op WA 10/BAP =zonder toevoeging
voorbehandelde materiaal leverde in * 2 weken 1-5 calli per
explantaat op. Dit 1is vergelijkbaar met niet voorbehandeld
materiaal.

In figuur 6 zijn de resultaten weergegeven van het
contrbdlemateriaal (calli van niet voorbehandelde explantaten van
7322 en 860040). Hierbij 1s per callus het aantal cellen
berekend, dat een arbitraire DNA-waarde boven het 2C-niveau
bevatte. Dit is het aantal cellen dat aantoonbaar polyploid is.
Het gemiddelde gehalte aan dit soort cellen is voor de 7322-—calli
(van speldeknop-grootte) 57.7% en voor de 860040-calli 57.3%. De
aanname dat deze genotypen zich ongeveer gelijkwaardig gedragen
in dit soort kweek lijkt dus niet ongerechtvaardigd.

Het percentage aantoonbaar polyploide cellen werd in de calli
van voorbehandelde explantaten lager gevonden dan 1in calli van
niet voorbehandelde explantaten (figuren 7 en 8, tabellen 2 en
3). Dit geldt voor alle voorbehandelingsmethoden waarbij callus
gekweekt werd. De gemiddelde percentages aantoonbaar polyploide
cellen lopen wuiteen van 27-36% bij voorbehandeling op WA 10/BAP
met HU (2mg/ml) en van 32-37% bij voorbehandeling op WA 10/BAP
zonder syntheseremmer. Als men de voorbehandelingsmethoden (met
en zonder HU) onderling vergelijkt (telkens even lange
voorbehandeling vergelijken), blijkt dat na 3 en na 5 dagen

voorbehandeling met HU "beter" callus verkregen wordt dan na een
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periode voorbehandeling zonder HU (tabel 4). Na 4
aantoonbaar polyploide

zonder HU voorbehandeld

even lange
dagen voorbehandeling is het percentage
cellen gemiddeld lager in calli van
materiaal, dit verschil is echter niet significant.
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Conclusies en discussie

Het blijkt mogelijk te =zijn meer Gl-cellen te verkrijgen in
bladexplantaten door het materiaal voor te behandelen. De
verkregen hoeveelheid Gl-cellen blijkt zowel af te hangen van de
gebruikte syntheseremmer als van het medium, waarop de
explantaten worden voorbehandeld. Ook het aantal dagen dat de
behandeling wordt uitgevoerd is van 1invloed op het resultaat.
Helaas 1s vergelijking met bestaande literatuur niet mogelijk
omdat dit soort literatuur niet gevonden kon worden. Hierdoor is
het niet goed mogelijk de '"waarde" van de verkregen resultaten
aan te geven.,

De behandelingsmethode die uitgaat van het voorbehandelen van
stengeltoppen op MS 10 met syntheseremmer leverde niet het
gewenste resultaat op. Het aantal Gl-cellen bleek 1in kleine
blaadjes van aldus behandelde stengeltoppen kleiner te zijn dan
in soortgelijke blaadjes van niet behandelde toppen.

Van de in dit onderzoek voor voorbehandeling van
bladexplantaten gebruikte media 1ijkt M 308 =zeer slecht te
gebruiken voor voorbehandeling met syntheseremmers. Alle op dit
medium met syntheseremmer uitgelegde explantaten bezaten na de
behandeling een groter aantal G2-cellen dan voor de behandeling,
terwijl de met hydroxyurea behandelde explantaten daarnaast nog
een aantal polyploide cellen bevatten.

Wateragar lijkt voor de behandeling met syntheseremmers goed
te gebruiken. Alleen de behandelingsmethoden met
f luorodeoxyuracil waren hier niet succesvol. Dat het materiaal
ook op wateragar zonder syntheseremmer meer Gl-cellen krijgt is
tamelijk onverwacht, omdat op wateragar met FdU geen gunstig
resultaat verkregen werd. Voor calluskweek bleek in dit onderzoek
de voorbehandeling op wateragar met of 2zonder syntheseremmer
onbruikbaar : op deze manier voorbehandelde explantaten vormden
geen callus.

De voorbehandelingsmethoden op wateragar met daaraan
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toegevoegd 10 g/l sucrose (energiebron) en 0.1 mg/l1 BAP
(delingsstimulator) 1lijkt alleszins het meest succesvol van de
gebruikte voorbehandelingsmethoden. Relatief snel werd het aantal
Gl-cellen verhoogd, terwijl na overleggen op M 308 de explantaten
normaal callus vormden. Slechts de met FAU voorbehandelde
explantaten vormden geen callus, mogelijk door een te hoge
concentratie FdU.

Calli, die gevormd werden aan voorbehandelde explantaten
(voorbehandeling op WA 10/BAP, al of niet met HU) bleken minder
aantoonbaar polyploide cellen te bevatten dan calli, gevormd aan
niet voorbehandelde explantaten. Hoewel de resultaten niet
eenduidig zijn 1ijkt het erop dat met HU voorbehandeld materiaal
beter (minder polyploid) callus vormt dan zonder HU voorbehandeld
materiaal.

Als belangrijkste conclusies van dit onderzoek komen twee
dingen naar voren. Ten eerste blijkt het mogelijk te zijn door
voorbehandeling beter, d.w.z. minder polyploid, callus te kweken.
Ten tweede blijkt, dat callus met geen of =zeer weinig polyploide
cellen op deze manier niet bereikt wordt. Omdat het
uitgangsmateriaal in dit onderzoek sterk verbeterd was (tot 97%
Gl-cellen), ligt het voor de hand te concluderen, dat het
uitgangsmateriaal niet de enige factor is die de stabiliteit van
het gekweekte callus bepaald. De meest logische stap om te komen
tot een nog meer verbeterd callus lijkt dan ook te liggen in het
variéren van het callusinducerende medium. Daarnaast kan gebruik
gemaakt worden van voorbehandelingsmethoden als in dit onderzoek
beschreven. Vooral de methoden met als basis WA 10/BAP lijken
hiervoor bruikbaar. Interessant zou hierbij zijn om op dit medium
voor te Dbehandelen met FdU in een lagere concentratie dan hier
gebruikt. Bij gebruik van FdU in dit onderzoek viel weliswaar op,
dat het de synthese niet geheel stil kon leggen, maar bij
voorbehandeling met FdU werd nooit polyploidisatie waargenomen.
Ook het gebruik van aphidicoline en/of 5-AU (zie inleiding) zou
te proberen =zijn. Een andere mogelijkheid om te Kkomen tot nog

beter uitgangsmateriaal zou het gebruik van een hogere
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concentratie BAP in het voorbehandelingsmedium kunnen zijn. Op
deze manier zou, door nog meer deling, een nog hoger aantal Gl-
cellen verkregen kunnen worden. Tenslotte zou het gebruik wvan
andere genotypen mogelijk kunnen helpen om te komen tot meer

haploid callus.
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Tabel 1 : Gebruikte methoden van behandeling van bladexplantaten
ter verkrijging van meer Gl-cellen bevattend materiaal.

media
M 308 WA WA 10/Bap
syntheseremmers
{mg/ml medium)
HU 0.4 + + -
2.0 - - +
4.0 + + _
FdU : 0.01 + + -
0.05 - + -
0.10 - + -
0.20 - + ¥
0.00 - + +
{contréle)
+ = Deze combinatie van medium en syntheseremmer werd voor

behandeling gebruikt.
—~ = Deze combinatie werd niet gebruikt.



Tabel 2 : Vergelijking van de percentages aantoon
cellen in calli, ontstaan uit 3-5 dagen
voorbehande lde explantaten van de
(2n=x=12) aardappel, lijn 860040 met de
calli, ontstaan uit niet (= 0 dagen)
explantaten van hetzelfde genotype.

baar polyploide
met WA 10/BAP
monohaploide
percentages 1in
voorbehande lde

Aantal dagen voorbehandeling:
0 3 4q 5
Percentages aantoonbaar polyploide cellen in
afzonderlijke calli
29 19 12 15
34 24 15 16
35 24 16 20
38 24 17 20
39 27 20 24
39 32 24 27
41 32 28 28
42 35 28 28
43 36 32 28
46 36 32 28
47 40 32 32
49 44 32 32
50 44 36 35
50 44 36 36
53 48 44 36
54 56 48 36
54 56 48 40
54 48 44
59 64 44
60 44
63 48
64 52
64 55
74 56
74 60
87 68
89
93
95
100
Mann-Whitney U= 90.5 U= 74 = 150
toets (kolom O = —-3.6 Z= —4.3 = -3.9
vergeleken met p< 0.01 p<0.01 p< 0.01
elke andere)




Tabel 3 Vergelijking van de percentages aantoonbaar polyploide
cellen in calli, ontstaan uit 3-5dagen met WA 10/BAP
met HU (2 mg/ml) voorbehandelde explantaten van de
monohaploide (2n=x=12) aardappel, lijn 860040 met de
percentages in calli, ontstaan uit niet (= 0 dagen)
voorbehandelde explantaten van hetzelfde genotype.

Aantal dagen voorbehandeling:
0 3 4q 5
Percentages aantoonbaar polyploide cellen in
afzonderlijke calli
29 12 8 16
34 16 12 16
35 20 24 16
38 20 24 20
39 20 28 20
39 24 32 24
41 24 32 24
42 24 35 24
43 24 36 24
46 24 43 24
47 25 44 28
49 28 48 28
50 28 52 28
50 32 60 32
53 33 64 32
54 36 32
54 36 33
54 36 36
59 61 40
60 48
63
64
64
74
74
87
89
93
95
100
Mann-Whitney U= 31 = 91.5 = 24
toets (kolom 0 = -5.2 Z= =3.2 Z= -5.5
vergeleken met p< 0.01 p<0.01 p< 0.01
elke andere)




Tabel 4 Vergelijking van de percentages aantoonbaar polyploide
cellen in calli, ontstaan uit 3-5dagen met WA 10/BAP
met HU (2 mg/ml) voorbehandelde explantaten van de
monohaploide (2n=x=12) aardappel, liin 860040 met de
percentages 1in calli, ontstaan uit 3-5 dagen met WA
10/BAP zonder HU voorbehandelde explantaten wvan het
zelfde genotype.

Percentages aantoonbaar polyploide cellen in
afzonderlijke calli
3 dagen 4 dagen 5 dagen
+ HU - HU + HU - HU + HU — HU
12 19 8 12 16 15
16 24 12 15 16 16
20 24 24 16 16 20
20 24 24 17 20 20
20 27 28 20 20 24
24 32 32 24 24 27
24 32 32 28 24 28
24 35 35 28 24 28
24 36 36 32 24 28
24 36 43 32 24 28
25 40 44 32 28 32
28 44 48 32 28 32
28 44 52 36 32 35
32 44 60 36 32 36
33 48 64 44 32 36
36 56 48 33 36
36 56 48 36 40
36 48 40 44
61 64 48 44
44
48
52
55
56
60
68
Mann—-Whitney Mann-Whitney Mann-Whitney
toets : toets : toets
U= 86.5 U= 122 U= 101.5
Z= ~2.33
p< 0.05 n.s. p< 0.01
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DNA—-inhoud

Frequentieverdeling van de arbitraire DNA—inhoud wvan
kernen in verschillende weefsels van de monohaploide
aardappellijn 7322, A= klein blad, B= groot blad, C=
stengelstukje, D= stengeltop.
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DNA-inhoud

Frequentieverdeling wvan de arbitraire DNA-inhoud van
kernen in kleine blaadjes van 6 dagen op MS 10 met
syntheseremmer behandelde stengeltoppen. A= behandeld
met HU 0.4 mg/ml, B= met HU 4 mg/ml, C= met FdU 0.01
mg/ml.
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DNA-inhoud

Frequentieverdeling van de arbitraire DNA-inhoud van
kernen van 3-5 dagen op WA 10/BAP met of =zonder
syntheseremmer behandelde bladexplantaten. A= zonder
syntheseremmer, B= met HU 2mg/ml, C= met FdU 0.20

mg/ml .
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individuele calli, gegroeid aan 3-5 dagen met WA 10/BAP
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