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Samenvatting.

In de inleiding worden een aantal methoden besproken om in fusie—
experimenten tot chromosoornverlies van de aardappel te kunnen
komen. In de experimenten wordt de invloed van een aantal chemi—
caliën nader onderzocht. Ten eerste zijn de chemicaliën PFP en
CIPC getest op scheuten van dip bide H7322/2x (2n=2x=24) . Vijf
dagen incubatie op PFP, in concentraties van 0.55 tot 550 tiM, gal
in chromosoompreparaten van H7322/2x geen aanwijsbaar effect te
zien. Eenzelfde incubatie op CIPC induceerde vanaf 35 iaM verdub—
belingen en aneuploidie. In de discussie wordt gesuggereerd om,
indien dergelijke experimenten worden herhaald, bij de analyse
(f low—) cytofotometrie te gebruiken.
Ten tweede werden in electrofusie—experimenten de bladeren van
monoploide H7322 (2n=x=12) voorbehandeld met BrdC. Na fusie met
nitraatreductase (NR) deficiente Nicotiana plumbaginifolia mutant
cnx20 werden de protoplasten bestraald met zichtbaar licht.
Geselecteerd werd op groei op nitraat, chloraatresistentie en NR—
vivo aktiviteit.Onder de 14 calli die aan chromosoomanalyse
werden onderworpen, waren 11 hybride calli waarvan het aantal
H7322—chromosomen bij henadering varieerde van ±7 tot ±30. Mede
vanwege de gebruikte methode kon chromosoomverlies van H7322, en
de invloed van BrdC daarop, niet met zekerheid worden vastges—
teld. Er worden een aantal suggesties gedaan om de methode te
verbeteren. In vergelijking met eerdere soortgelijke experimenteri
was het aantal cnx20—chromosomen in de hybriden laag: ±40. Een
aantal mogelijke oorzaken hiervoor worden bediscussieerd.

Voorplaat: chroosoen van hybride nr.22 (zie figuar 6, blz.15).
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1.1 .Algemeen.

De aardappei (Solanum tuberosum L.) is autotetraploid en in
hoge mate beterozygoot. Toekennincr van genen aan bepaalde chromo—
somen is daarom zeer moeilijk. Tot nu toe zijn twee genen van de
aardappel.gelokaliseerd via trisome analyse: bet gen v voor
chlorophyll deficientie op chromosoom 12 (Hermsen et al. 1983) en
bet g-en yrn voor yellow margin ook op chromosoom 12 (Wagenvoort
1982) . Bij de hierbij gebruikte metbode is bet noodzakelijk
enkele sexuele kruisingen te analyseren: allereerst wordt de
trisome lijn gekruist met een homozygoot recessieve lijn, waarna
de trisome Fl nakomelingen weer teruc,gekruist worden met dezelfde
recessieve lijn (zie eerder genoemde referenties) . Het spreekt
voor zich dat dit een tijdrovend karwij is. Dc somatische ccl—
genetica zou daarom een goede hijdrage kunnen leveren aan de
genkartering van de aardappel.

1.2.Interspecifieke somatische hybridisatie.

Somatiscbe hybridisatie is bet proces waarbii somatische
(=asexuele) cellen gefuseerd worden. Fusie van twee protoplasten
resulteerd in een beterokaryon. Als daaropvolgend kernversmeiting
plaatsvindt, ontstaat een synkaryon dat genetisch rnateriaal van
beide ouders hevat. Vindt deze kernversrnelting niet plaats, dan
kunnen de kernen hij celdeling segregeren in aparte cellen.
Cybride cellen zijn dan bet resuitaat, met bet cytoplasma van
beide ouders moar met de kern van ëtn van de ouders. Dc fusie is
interspecifiek als d.c beide oudercellen van verschillende soorten
afkomstig zijn. Dit oni onderscheid te maken met fusie van cellen
afkomstig van dezelfde soort (=intraspecifiek, by. de Vries et
al. 1987a)

Fusie van sornatisohe plantencellen kan op verschillende
manieren geInduceerd worden: met behuip van poly—ethyleenglycol
(PEG) (Imamura et al. 1987, Potrykus et al. 1984. de Vries et al.
1987C)

; een hoog—pH medium met een hoge concentratie calcium—
ionen (Keller & Meicbers 1973, Pental et al. 1987); een combina—
tie van deze twee methoden (Chien et al. 1982, Gleba et al. 1984,
Kao 1977) ; en electrofusie. Electrofusie is een betrekkelijk
nieuwe techniek maar wordt met succes toegepast (Tempelcar &
Jones i985, Bates et al. 1987. van Everdink 1987, Tempeiaar et
al. 1987, de Vries et al. 1987)

1.3 .Nitraatreductase.

Dc reductie van nitreat tot nitriet wordt gekatalyseerd door
bet enzymn nitraatreductase (NP) Inductie van dit enzymn vindt
pleats door bet substract (nitreat) . Het model dat d.c structuur
en qenetieche règulatie van NP hescbrijft. is ontwikkeld voor d.c
schirnmel Aspergillus nidulans, mear ook als toepasbear op hogere
p ianten geaccepteercl (Mtil icr & Grate 1978) Het enzym KR wordt
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geacht uit twee identieke subunits te bestaan (45 haemoflavopro—
telnen) die beide cytocbroorn—c—reductase (Ccx) aktiviteit bezit—
ten. Deze subunits worden samen ehouden door een molybdeen (Mo)
bevattende cof actor. Deze cof actor komt ock in andere enzymen
voor, zoals hijvoorheeld xanthine dehydrogenase (XDH)
NR kan ook chloraat omzetten in bet giftige chloriet. Daarom
kunnen NPrnutanten verkregen worden door cellijnen te selecteren
op chloraatresistentie. Op deze manier zijn verschillende NR
mutante cellijnen gelsoleerd van o.a. Nicotiana plumbaginifolia
(Negrutiu et. al. 1983) . Deze mutanten kunnen in twee fenotypisch
verschillende kiassen ondergebracht worden: cnx—mutanten, die
gestoord zijn in de Mo—cofactor en daarorn geen XDH—activiteit
meer hebben, en nia—rnutanten, die geen functioned apo—enzym
hebben en dus ook geen CcR—activiteit meer bezitten. Van de nia—
mutanten wordt slechts één gen verantwoordelijk geacht voor de
synthese van bet apo—enzym. flit in tegenstelling tot de cnx—
mutanten. wearin vier verschillende complementatiegroepen zijn
gevonden: cnxA,waarvan de cofactor (en this NR) te herstellen is
door toevoeging van Mo aan het medium, en cnxB.. cnxC en cnxfl,.
waarvande cofactor niet met Mo te herstellen is (Dirks et al.
1985) . Enkele van deze NRmutanten van N. plumbaginifolia zijn
bioc'nemiscb nader gekarakteriseerd (de Vries et al. 1986)

1 .4. Chromosoomver 11 es.

1.4.1.Mens—knaagdier systeem.
Het bewerkstelligen van asymmetrisch chromosoomverlies in

interspecifieke somatische hybriden van menseli.:ike cellen met
auxotrophe muizecellen of Chinese hamstercellen is een veel
gehruikte methode om genen aan bepaalde menselijke chromosomen
toe te kennen (Kao 1983) . Belangrijk hij bet kiezen van geschikte
fusiepartners zijn de twee karyotypes. Deze moeten duidelijk
verscbillend zijn, en de individue1e chromosomen van de te onder—
zoeken partner moeten herkenbaar zijn in de fusieprodukten,
anders levert de hestudering van chromosoomverlies moeilijkheden
op. Aan deze voorwaarden is in bet mens—knaagdier systeem vol—
daan. Het principe wat aan dit systeem ten grondsiag ligt, is as
volgt. Als cellen van een reeds langer bestaande celculture (oude
cellijn) worden gefuseerd met pas geIsoleerde cellen (jonge ccl—
Jim) , zullen chromosomen van de jonge cellijn worden geëlimi—
neerd. Op deze manier zijn vele hybride cellijnen verkregen
(mens—muis of mens—Chinese hamster) waarin slechts één of enJcele
mense 1 ijke chromosomen naast de knaagdiercbromosomen voorkomen.
Beiangrijk hierbij is, dat het ook mogelijk is om genen te loka—
liseren in een stel hyhriden waarin enkele menselijke chromosomen
in verschillende combinaties naast de knaagdierchromosomen voor—
komen (Kao 1983)

1.4.2.Hogere planten.

Ook in somatische hybriden van hogere planten kan asymme—
triscb chromosoornverl ies geInduceerd worden. Eën metbode bier—
voor is identiek áan bet biervoor besproken systeem voor dier—
luke cellen: indien cellen van een reeds hestaande weefseikweek—
1 un, in dit geval suspens ic— of cal lusprotop I asten.. worden
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gefuseerd met pas geIsoleerde cellen (i.c. bladprotoplasten),
zullen van de laatste chromosomen verloren gaan. Dit is an vele
combinaties van suspensie— of callusprotopiasten met bladproto—
plasten waargenomen, zoals hijvoorheeld sojaboon (Glycine max)
met Nicotiana glauca (Kao 1977) , sojaboon met tahak (Nicotiana
tabacum L. , Chien el al. 1982). tabak met petunia (Pental et al.
1986) , Nicotiana chinensis met de erwt (Pisum sativum L. ,Gleba &

Sytnik 1984) . Fusie van monohaplolde aardappelbladprotoplasten
met N. plumbaginifolia callusprotoplasten leidde echter nog niet
tot e 1 imi nat i a van spec if leke aardappe lchromosomen (de Vries et
al. l987, van Everdink 1987) . Er zijn echter ook andere metboden
om asymmetrisch cbromosoomverlies te bewerkstelligen. Die worden
bierna besproken.

1 .4.3.Rbntgenbestraing.

Bestral lug van een fusiepartner met röntgenstralen is een
veel gebruikte methode. Hierbij worden de donorprotoplasten zwaar
bestraald, viak voor fusie met onbestraaide protoplasten van de
recipient (Bates et a1. 1987. Hamill et al. 1984, Imamura et al.
1987, Sidorov et al. 1987). Dc straling veroorzaakt breuken in de
donorchrornosomen, waarvan na fusie de fragmenten in dc eerstvol—
gende deiingscycii van de hybride cellen geelimineerd zullen
worden, of via transiokaties in de recipiCnte chromosomen worden
geIncorporcerd. Dit is uiteraard een belangrijk nadeel als het
dod is bet lokaliseren van een gen op een donorchromosoom. Het
blijkt echter dat soms cok hele chroinosomen de auxotrofe elgen—
schap van de recipient complementeren (Dudits et al. 1980, Gupta
et al. 1982 en 1984) . Een ander risico is de mutagene eigenschap
van deze methocle (de eigenschap waarop geselecteerd wordt, zou
gecompiementeerd kunnen worden door ecu gemuteerd gen)

1.4.4.BrdC/iichthestraling.

DifferentlCle kleuring van chromosomen via bet labelen met
BrdC (5—Bromo—deoxy—Cytidine) , een Thymidine—analoog, wordt o.a.
gebruikt om stadia van chromosoornverdubbeling te voigen (Pijnack—
er et al. 1986). Nu zijn chromosomen waarin BrdC is geIncorpo—
reerd vanwege de broom—iorien gevoelig voor zichthaar en UV—licbt
(analoog aan BUdR—labeling, Puck & Kao 1967, Pontecorvo 1971) . De
chromosomen ondergaan bij helichting een vergelijkhaar proces als
bij rbntgenhestraling: in de chromosomen zullen breuken worden
gemnduceerd (fotolyse) . Dc BrdC—met.bode heeft ecbter enkele
voordelen . Ten eerste is bet mogelijk om slecbts een deel van de
chromosomen gevoel ig te rnaken voor dc hestral ing, afhanke 1 ijk van
de mate van BrdC—inhouw (zie fig.1) . Ten tweede biedt bet de
mogelijkbeid om de fotolyse ult te stelien tot no de fusie.
waardoor mocelijke neveneffecten op het fusieproces zeif vermeclen
worden. Ten opzicbte van BUdIR heeft BrdC bet vocrdeel dat bet
minder toxisch is (Pijnacker & Ferwerda 1982)
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1.4.5.Chemjsche middelen.

Er zijn verschillende cbemische middelen die do vorming van
cle spoelfigLiur beInvloeden of anderszjns invloed hebben op de
celdehng en de segregatie van chromosornen daarhij De gevogen
zijn ruwweg onder te delen in twee categorjeén: polyploidisatie
(bij bet overslaan van de celdeling na kerndeling) en aneuploidie
(na de vormimg van multipolaire spoelfiguren gevolgd door asym—
metrische celdeling) In bet kader van de hestudering van chrorno—soomverljes moot polyploidisatje uiteraard vermeciej-1 worden, maar
aneuploidie is zeker interessant. Hieronder worden enkele chemi—sche rnicidelen Desprojcen, die aneuploicUe zouclen kunnen induceren.

CIPC (Isoprpy1—N 3—oh lorophenyl) carbameat) , een herbicide,zou de vorming van rnics-otubuli beInvloeden. Chromosoomverlies naincubatie op CIPC iz na. gevonden in dip1ode cellijnen van de

4
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sojaboon (Roth et al. 1982, Roth & Lark 1984) en de UI (Allium
cepa, Clayton & Lloyd 1984)

PFP (Para—fluorophenylalanine) is een analoog van bet amino—
zuur phenylalanine, en heeft ook invloed op de microtubuli.
Niizeki & Fukui (1983) vonden chromosoomverlies inde (okto—
ploide) aardbei (Fragaria x ananassi Duch.) na incubatie van
antheren op PFP. Dat PFP in een celculture ook haploide cellijnen.
zou bevoordelen ten opzichte van diploide cellijnen (Gupta &
Carison 1972) werd niet hevestigd in mengsels van mono— en diha—
ploide cellijnen van Datura innoxia (Evans & Gamborg 1979) . De
werking van PFP is wat dat betreft dus ornstreden.

Volledigheidshalve moet ook Griseofulvine (GF) genoemd
worden. GF is een fungicide, geproduceerd door verschillende
Penicillium soorten. Het induceerde multinucleariteit in dier—
iijke cellen die in vitro gekweekt werden (Larizza et al. 1974),
en multipolaire spoelfiguren in de ui (Clayton & Lloyd 1984) . Het
is daarom potentieel ook een middel om segregatie van chromosomen
te induceren. Chromosoomverlies werd echter niet gevonden, wel
polyploidie (Larizza et al. 1974). Vandaar dat in dit verslag op
bet gebruik van GF verder niet ingegaan wordt.

1.5.Doel van dit onderzoek.

Het is mogelijk individuele chromosomen in monohaploide
aardappelcellen te identificeren (Pijnacker & Ferwerda 1984) . Ook
in somatische hybriden van deze monohaploide aardappel met NR
mutante N. plumbaginifolia is dit mogelijk (de Vries et al.
1987c) Echter, hoewel in eerdere experimenten deze partners
werden gefuseerd analoog aan bet mens—knaagdier systeem, werd
geen chromosoomverlies van de •aardappel waargenomen (de Vries et
al. l987, van Everdlnk 1987), zodat een gen voor NR nog niet
gelokaliseerdkon worden. In dit verslag worden enkele methoden
onderzocht die in aanvulling op het mens—knaagdier systeem chro—
mosoomverlies zouden kunnen induceren.

Ten eerste wordt de invloed van BrdC op chromosoomverlies
bestudeerd. Voornoemde experirnenten zullen worden herhaald,
waarbij nu de protoplasten van de monohaploide aardappel vooraf—
gaand aan electrofusie BrdC kunnen opnemen. Na fusie met cal—
lusprotoplasten van NRmutante N. plumbaginifolia zullen de
protoplasten aen zichtbaar licht worden blootgesteld.

Ten tweede is de invloed van de chemicaliën PFP en CIPC op
bet chromosoomaantal van de aardappel onderzocht. Omdat in mono—
haploide cellen chromosoomverlies waarschijnlijk lethaal is, is

bet korte—termijn effect van de chemicaliën op een dihaploide
kloon onderzocht. De achterliggende gedachte is, dat als chromo—
soomverlies wordt waargenomen, dit ook geInduceerd kan worden in
monohaploide cellen maar dat deze dan gered kunnen worden door
ze te fuseren met NRmutante N. plumbaginifolia.
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2.Materiaal en methoden.

2.1 .Plantmateriaal.

2.1.1 .Herkomst.

In de experimenten werden monohaploide en dihaploide Solanum
tuberosum planten gebruikt. De monohaploide kloon, gecodeerd Mn
797322 en afgekort met H7322 (2n=x=12) , is uitgebreid beschreven
door Ross & Jacobsen (1975) . Een dihapioide S. tuberosum kioon
(2n=2x=24) werd verkregen door van H7322 adventiefscheuten op te
kweken. Deze kloon, H7322/2x, werd ter beschikking gesteld door
Ans Hovenkamp (R.U.Groningen)
Van Nicotiana plumbaginifolia werd de NRmutante lijn Cnx2O
gebr-uikt. Deze lijn—is beschrever-i door Negnitiu et al. (1983) en
de Vries et al. (1986). Onder de NRThiutanten behoort Cnx2O tot de
complementatiegroep cnxA : gestoord in de Molybdeen—cofactor
hetgeen te herstelien is door toevoeging van Moiybdeen aan bet
medium. Tijdens weefselkweek is in de caliusculture van Cnx20 bet
chromosoornaantai verdubbeid (2n=4x=40)

2.1. 2.Kweek.

Scheutcultures van H7322 en H7322/2x werden in vitro ge—
kweekt op MS1O resp. MS3O medium (MS medium (Murashige & Skoog
1962) aangevuld met 10 resp. 30 g/1 sucrose) . De pianten werden
in een kweekkast ekweekt bij 24°C met 14 uur licht (±3000 lux)
per dag. Cnx20 werd als callusculture in donker bij 25°C gekweekt
op MSC medium (arnrrioniumsuccinaat als stikstofbron, Dirks et al.
1985) aangevuid met 5 mg/i thiamine, en elke drie weken overgeënt
op vers medium. Aan de media werd 8 mg/i agar toegevoegd, waarna
de media werden geautoclaveerd.

2.2.Chemische inductie van chromosoornverljes.

2.2.1.Opname van PFP en CJPC door H7322/2x.

Uit een filtersteriele stockoplossing (500 mg/mi in aqua
dest pH 5.9) werd PFP toegevoegd aan geautoclaveerd MS1O medium
in eindconcentraties van 0 tot 550 tiM. CIPC, uit een stockopios—
sing van 50 mM in DMSO (DiMethylSuifOxide) werd aan M510 toege—
voegd tot eindconcentraties van 0 tot 350 jiM en meegeautocla—
veerd. De DMSO—concentratie in MS1O was maximaal 0.7 2(v/v)
Onbewortelde scheuten van H7322/2x werden op deze media overgeënt
en geIncubeerd zoais hiervoor beschreven voor scheutcuitures (S
2.1.2). Na 5 dagen werden scheuttopjes 5 uur hij 4°C in a—Broom--
naphtaieen voorbehandeld en daarna gefixeerd in Carnoy voor
chromosoomtellingen (zie S 2.5)

2.2.2.Opnarne van BrdC door H7322.

Van een filtersterieie stockoplossing van BrdC in aqua dest
(270 jig/mi) werd 2 ml op 25 ml agarplaten gebracht, en overnacht
in donker weggezet. Eindconcentratie van de BrdC in het agar—
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medium was 20 ig/ml. Van scheutcultures van H7322 werden debladeren afgesneden waarbij de grotere bladeren een of twee keer
doorniidden esneden werden. Met de onderkant naar beneden werdende bladstukjes op de BrdC—platen gelegd, waarbij ervoor gezorgdwerd dat de snijvlakken de plaat wel raakten. Na 5 dagen incuba—tie in donker bij 25°C werden de bladstukjes verder fijiigesneden
en overnacht in enzymoplossing gelegd voor protoplastisolatie (indonker)

2. 3.Protoplasten.

2.3.LProtoplastjso1

Voor de isolatie van mesophyfl—protoplt van H7322 en vancallus—protoplasten van Cnx2O werd de procedure gevolg-d zoalsheschreven door Bokelmann & Roest (1983)
, echter wel op enkelepunten gemodjfjiceerd Er werd een enzyrnoplossing gebruikt met 0.696 cellulase (Onazuka RiO) en met 0.12 96 macerozyme (beide vanYakult Biochem. ,Japan) opgelost in spoelmedjan. Als spoelmedium

werd gebrujict 0.5 N mannitol aangevuld met zouten: KNO3 1.85 mM;
CaCl2 0.30 mM; Mg504 0.15 mM en KH2PO4 0.125 mM. Incubatje inenzymoplossing vond plaats overnacht in donker bij 25°C. Na
verzameling van de protoplasten oP 0.57 M sucrose (10 mm. centr.hij 1000 rpm) werden de protoplasten lOx verdund met spoelmedjurn,
en na centrifugatie als pellet of als een groene band op ±3 cmvana.f de bodem van de buis zichtbaar. Deze band of de pellet
werden verzarneld en opnieuw gewassen met spoelmedaum.

2.3.2..Electrofusie van protoplasten.

Fusie van mesophy1l—protop1a van H7322 met callusproto—
plasten van Cnx2O werd uitgevoe—d zoals beschreven door Tempelaar& Jones (lp8.5ab) en De Vries et al. (l987a) De condities van detwee geslaagde experimenten worden hieronder schematisch weerge—geven.

Exp.1 Exp.2
(alleen BrdC) (BrdC) (controle)Pulshoogte (V/cm) 1500 1500 1500Puls].engte (jis) 2*50 2*20 2*20

Aantal Cnx2O prpl. 0.4*105 0.5*105 0.2*105
Aantal H7322 prpl. 2.1*105 2.3*105 0.6*105
Cnx2O H7322 1 5 1 4.5 1 3Totaal prpl.conc. (/ml) 1.25*106 0.7*106 0.4*106

Als fusiemedjum werd spoelmedjium gebrulict. Er werd slechts kortopgelijnd (± 10 s) waarna de wisselspannjng tot de belft werd
teruggedraaid en de fusiepuls werd gegeven. Daarop werd de wis—
selspannjing verder ver].aagd (tot ± 15 96) en 45 tot 60 s aangehou—
den voordat de electrode geleegd werd.

2.3.3.Regeneratje van protoplasten.

De protoplasten werderi gedurende de eerste 54 daen aselec—
tief gekweeJct in filtersteriel 05—medium. DIt medium is afgeleid
van medium KA1AO (Negrutiu 1981, Install4 et al. 1985), waarhij
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ter voorkoming van neersiag de concentratie NaH2PO4.2H20 omlaag—
gebracht werd van 1.5 mg/i naar 0.25 mg/i. KNO3 en NH4NO3 werden
weggelaten en vervangen door 5 mM ammoniumsuccinaat. De phytohor—
moon—concentratie was voor NAA 3 mg/i envoor BAp 1 mg/i.
De initléle kweekdichtheid in CS medium was 1 tot 1.5x105 proto—.
plasten per ml. Verdunning en overzetten in grotere petrischalen
ging volgens de methode zoals beschreven door Installé et al.
(1985), waarbij steeds weer CS medium werd gebruikt. Alleen in
exp: 2 werd na 6 weken een iaag—hormoon medium gebruikt (GS/60)
Acht weken na fusie werden de microcalli uitgeplaat op MSC me-
dium, om na 4 weken te worden overgeënt op selectieve media.

2.4.Seiectie van somatische hybriden.

De NR—mutant Cnx2O kan niet groeien op medium A (Muller &
Grafe 1978), waarin aileen nitraat als stikstofbron voorkomt.
Protoplasten van H7322 of homologe fusies daarvan kunnen. in de
gebruikte omstandigheden niet tot callus of plant regenereren,
zodat op medium A aileen de interspecifieke somatische hybriden
kunnen groeien. Dc laatstgenoemde zullen, vanwege de gecomplemen—
teerde NR—activiteit, ook chloraat omzetten in bet giftige chlo—net. zodat een medium, waaraan 50 mM KCIO4 is toegevoegd, voor
deze hybriden toxisch is. De vergelijking van groei op A, AA (een
aselectief medium met aminozuren als stikstofbron) en op AA+KC1O4
vormde de eerste selectie. Deze werd nog een tweede keen her—
haald, waarna de niet op A groeiende calli werden weggelaten. De
tweede selectie, een qualitatieve test op NR—activiteit in vivo,
wend uitgevoerd zoals heschreven door Jaworski (1971) en De
Vries et al. (1987bc) en zo mogelijk een of twee keer herhaald.

2.5. Chromosoomanalyse.

Kleine stukjes callus werden overgeënt op medium A, en na
twee of drie dagen groei in donker bij 25CC, voorbehandeld in een
verzadigde oplossing van a—Broom—naphtaleen in leidingwater voor
5 uur bij 4CC. Hienna werden de calli gefixeerd in Carnoy (3:1
v/v absoluutalcohol;ijsazijnzuur) , minimaal 2 uur bij 4CC.
Squashpreparaten werden gemaakt na 30 minuten incubatie in en—
zymnoplossing bij 37C, en na kleuning in een verzadigde oplossing
van aceto—orcelne in 45 9 azijnzuur (Pijnacker & Ferwerda 1984)
De met PFP of CIPC hehandelde scheuttopjes van H7322/2x werden,
na voorbehandeling n fixatie, voor GO minuten hij 27C in de
enzymoplossing geIncubeerd, waarna luchtgedroogde spreidprepara—
ten werden gemaakt (Pijnacker et al. 1986).
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3. Resultaten.

3.1.Invloed van chemischerniddelen op chromosoomaantal. -

3. 1 1 . PFP.

Incubatie op PFP heeft na 5 dagen, in concentraties tot 550
tiM, weinig effect op de scheuten zeif en heeft in de chromosoom—
preparaten geen chromosoomverlies te zien gegeven, z.ie fig.2. Dc
controle, op MS1O zonder FFP, gaf al incomplete sets chromosomen
te zien, een gevoig van incomplete metafaseplaten die ontstaan in
niet perfecte preparaten. Daarom al valt over de lagere chromo—
soomaantallen in H7322/2x op PFP eigenlijk alleen te zeggen dat
de chromosomen niet verdubbeld zijn. Bij alle PFP—concentraties
zijn onregelmatige kerngroottes waargenomen, zodat misschien toch
een asymmetrische verdeling van de chromosomen optreedt bij
mitose. Wel zijil bij PFP—concentraties groter dan 5.5 iM pycnoses
gezien in de preparaten (10 96 van de kernen) . Dit effect was het
grootst bij 550 jiM PFP (30 96 van de kernen) . Dit duidt op dege—
neratie van kernen, en is in elk geval een teken dat PFP de
scheuttopjes beInvloedt en uit het medium wordt opgenomen. Op
langere duur zou PFF dan ook invloed kunnen hebben op de vitali—
teit van de plant.

3.1 .2.CIPC.

Bij hogere concentraties (150 en 350 pM) bleek CIPC al snel
lethaal te zijn voor de planten. Voor de controle geldt bier
hetzelfde als bij bet PFP—experiment: vaak incomplete metafases
als artef act (zie fig. 3) . op. 3,5 jiM CIPC bleef de chromosoomver—
deling ongeveer gelijk aan de controle. Echter, bij 15 jiM CIPC is
een duidelijk omslagpunt te zien: CIPC veroorzaakt chromosoomver—
dubbelingen in het genoom, gepaard geande met aneuploidie. Dat
asymmetrische celdelingen plaatsvinden, lijkt aangetoond door de
waarneming van microkernen in de cellen bij 35 pM CIPC. Deze
microkernen kunnen een gereduceerd aantal chromosomen bevatten
(Clayton & Lloyd 1984) . Er werden echter weinig metafaseplaten
met minder dan 24 chromosomen waargenomen, en deze waren vanwege
de sterk gecondenseerde chromosömen slecht te tellen. Er kan nog
niet geconcludeerd worden dat er geen chromosoomverlies is op—
getreden, wel is zeker dat CIPC in concentraties van 15 pM en
hoger verdubbelingen en aneuploidie veroorzaakt in dihaploide S.
tuberosum scheutcultures.

3.2.Fusie van Cnx2O met H7322/BrdC.

Eén dag na fusie waren de fusieprodukten te herkennen aan de
grootte van Cnx2O—protoplasten met de chloroplasten van H7322. Na
4 dagen werden de eerste celdelingen waargenomen. Na 5 dagen was
bet percentage delende cellen in experiment 1 496. In de BrdC—
behandelde fusies van experiment 2 was dit 0.696 en in de controle
2.396. In experiment 1 werden al veel 2* gedeelde cellen waar—
genomen. Na 12 dagen waren in experiment 1 al veel micro—colonies
4* tot 10* gedeeld, in experiment 2 was dit pas na 18 dagen
hereikt. In experiment 1 werden na 25 dagen bij .sommige calli
onregelmatige celdelingen te zien, altijd gepaard gaande met de
aanweziheid van lange puntigllen. Dit is nooit waargenomen
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in de controles (Cnx2O) en zou dus op fusieprodukten kunnen
duiden. Ook na 48 dagen werd dit nog waargenomen, zie fig.4 en
fig.5. Van experiment 2 is dit niet bekend. Verdunning met een
laag—hormoon medium (GS/60) in exp. 2 stimuleerde de coloniegroel
behoorlijk. Na uitplaten op vaste platen met MSC—mediuni is in
beide experimenten het aantal groelende calli geteld. De resul—
taten daarvan ziin hieronder schematisch weergegeven. De ab-
solute plating efficiency (a.p.e.) is bet aanta]. groeiende calli
gerelateerd aan bet aantal cnx20 protoplasten aan bet begin van
bet experiment. De relatieve plating efficientie (r.p.e.) is het
aantal groeiende calli gere1ateerd aan het aantal delende cellen
5 dagen na fusie.

experiment 1 experiment 2
(alleen BrdC) BrdC Controle

Aantal calli 900 250 250
A.p.e. 2.3 96 0.5 96 0.4 96
R.p.e. 60 96 83 96 18 96

3.3.Selectjie van somatische hybriden.

3.3.1.Experiment 1.
Na de eerste selectie op A—medium (groei met nitraat als

enige stikstofbron) bleven van de 900 calli nog 209 calli over.
Dc groei op medium AA+chloraat was, met uitzondering van de
controle (Cnx2O), nogal vaak niet in overeenstemming met groei op
medium A (zie later) vandaar dat groei op chloraat niet het
belangrijkste criterium was voor de eerste selectie.
Van de 42 calli die twee of drie keer op NR—vivo aktiviteit
werden getest, bleken 9 call steeds NP aktiviteit te vertonen,
29 calli hieken steeds NR te zijn en 4 calli badden wisse]ende
uitkomsten. Van de overige 166 slechts eén keer geteste calli
waren 133 calli NIR, 30 call NP en 3 call twijfelachtig. Zo
bleven na de tweede selectie nog 44 calli over, zie tabel 1. Van
een aantal calli is bet, gezien bun voorgeschiedenis, mogelijkdat ze subklonen zijn van éèn callus op MSC: 11, 12 en 13; 16 en
17; 30 en 31; 33 en 34; en 38 en 39. In totaal was de ophrengst
van heterologe fusieprodukten dus 38 tot 44 op de 900 calli die
geregenereerd waren, hetgeen een heteroloog—fusiepercentage van 4
& 5 96 betekent.

3.3.2.Experiment 2.

De call, overgezet op medium A (nummers 1 t/m 250) werden
direct getest op NR—vivo aktiviteit. Van de 211. geteste calli
waren 34 NR+. Dit impliceert een heteroloog fusiepercentage van
1696. Van de controle (nunimers 901—950) zijn nog geen gegevens
bescbikhaar.

3.4. Chromosoomana lyse.
Van experiment 2 zijn nog geen r-esultaten heschikhaar. Dcresultaten van de chroriiosoomtellingen van experiment 1 zijn

weergegeven in tahel 2. Dc meeste aantallen zijn bij henadering
weergegeven, omdat squashprepayaten eigenlijk alleen geschikt
zijn om te zien of er chromosomen van heide fusiepartners aan
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Figuur 4: Microcoic'n:e van exoeruen: ;, 48 dagen na aro:ooiast—iso!o:ie. De celoelingen zijn regeleatig, en

puntcellen KiJO nix: •020nez:g. Verqro•:lno 500 I.

label 1: cuux,er:to :en 44 nybr::e :sii: OSSEIECUOIO 00 C05l op P-'ie:iur: en op i!S_vivo a:tivi—
ta:t. -tet xanta1P—vivotxstan sn to: one) is ssneeceven (+ is — is NR, ! is twijfeiab—
tig). Thee caili (nuaners 9 en 4) :n sen freer NR bevonden 02 220 NR—vivo test. eaar hebben
torn :nrorOSOaen van LL US 00K tKOE! LI

loon R—v vu ?:R— 10 .iO00 1i-t1 '/C
123 nr. 123 or. 125 nr. 123

+ Ii + 21 ++ 31 +

+ 12 ± 22 ++ 32 +

Et + 23 + 33

± 14 24 + 34 +

+ 15 +- 23 t 35

26 + 36 +

+ 17 + 27 ++ 37 ++
± 18 +— 33

13 29 39

20 f 1 ++ 0 +

wezig zijn en om hun aantal te schatten. Ilet preciese aantal
chromosomen is op deze manier alleen in uitzonderlijke gevallen
vast te stellen.
In tabel 2 is te zien dat vaak naast 6 tot 12 H7322—chrornosorrien
20 tot 40 Cnx20—chromosomen eanwezig zijn. Eén preparaat van
kloon nummer 22 was uitzonderlijk goed, in fig.6 is goed te zien

nr.
41

42

43

viva

1£.)
++
3



Figuur 5: iicrocolonies in cultures van experiment 1, 48 dagen na fusie van 117322 iet cnx20.
zijn onregelinatig (aan de colonies hangen veel kapotte celien). Er zijn puntcellen aanwezig
lijk spscifiek zijn voor hybride colonies. Vergroting ± 200 *.

De celdelingen
die waarschijn—

14

label 2: Chromosootellingen in squashpreparaten van 14 at random gekoen calli Na selectie op
groei op medium A en op NR-vivo aktiviteit. De nuinmering van de calli is hetzelfde als in tabel 1.

N is het aantal metafasen waarin chromosomen geteld ziin.

dat hierin naast 40 Cnx2O—chromosomen 12 H7322—chromosomen aan—
wezig zijn. Deze hybride groelt erg goed op medium A, groeit niet
op medium AA+chloraat en vertoonde in twee in vitro—testen NR—ac—

Callus aantal cnx20— aantal 117322—

nr. chromosomen chromosomen n Opmerkingen

9 ± 20 ± 10 1 weinig delingen
15 38—40 7-9 14

21 ±120 ±30 5

22 40 12 12 zie fig.6
24 40—45 8 1 weinig delingen
27 12 3 I idem

28 20—33 0 of 1 12 geen hybride ?
29 38 6 10

30 34 7 3 weinig delingen
35

37

26—36

23

09 6

6

qeen hybride
•

41 18—21 7—8 3 weinig delingen
43 20 0 of 1 20 geen hybride ?
44 52 16 1 weinig delingen
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Figuur 6: Crooonen in cnn tafnnnpinet Vn hybrine nurcner 22, Dc 12 ki doe, en ict I iLhtcr qekjeurde
aardanEIcnroc;oenn zIn goed te tell en. D rnccnt zi Cr co ceze into 39 circ.rcner Nicotiana plue—
baginifolia cutznt cc zicn (icngnr, nonkeroer, roccntris In aodcc :icn 5ien e:c ybridc
toch 40 cnx20— ronoconen te hechen, Drceine—squecr, vernrotn. ± 1550 *.

tiviteit. Het liJkt of in een aantal calli chromosomen van H7322
verloren zijn gegaan, echter zoals hierboven genoernd is dit metbet nodige voorbehoud. Twee hybriden bezaten beduidend meer
chromosomen: nurrirner 21 heeft ±120 Cnx2O— en ±30 H7322—chromoso—
men, numrner 44 heeft ±52 Cnx20— en ±16 H7322—chromosomen (zie
fag.7) . Waarschijnhjjk zijn dit multifusieprodukteii (gevolgd door
aneuplojd.je hij nurnmer 44) aangezien de andere mogelij}chei,
chromosoomverdubbe1jig door weefselkweekeffecten dan algemener
voor ZOL1 moeten komen. Het is opvallend hoe weinig chromosoomver—
dubbellingen of multifusies in dit experiment zijri opgetreden,
dit in tegenstelling tot eerdere soortgelijke experimenten (de
Vries et al. l9B'7, van Everdink 1987). In kloon nr. 28 werden
geen aardappelchromosomen waargenomefl, hoewel hiervan wel eenkeer NF—aktiviteit gemeten werd (tabel 1) . Verder werden wel
metacentrische cnx20—chromosomen waargenomen, terwiji Njcotiana
plumbaginifojja normaal alleen acrocentrjsche chrornosornen bezt.
Het lijkt daarom waarschijnlijk, dat een chrornosoom van cnx20 via
trans1okat1e een fragment van een aardappelchromosoom heeft
opgenomen.

-

S
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4

__

'.1t
Figuur 7: Chroaosofflen van hybride nuiaer 44. A11 chroaosonen zjn in deze etafase aanwezig. De ± 16 aardap— a

pelchromoeomen ziin herkenbaar naast ± 52 chroo;omen van cnx2O. Dok zijn waarschijniijk enkele chroaoooi—
fragmenten aanwezig. Orceine—squash, vergroting ± 2000 .

3.5.Selectie op chloraat.

In S 3.3 werd al vermeld dat de selectie op chloraatresis—
tentie niet eenduidig was. Onder de 44 calli zijn 18 calli die
zowel NW als chloraatresistent zijn. Hiervan zijn er at random 4
calli aan chromosoomanalyse onderworpen, Van deze 4 calli bljjken
er twee somatische hybriden te zijn (nummers 29 en 41) . De nurn—
mers 28 en 43 zijn hierbij aangemerkt als niet—hybride hoewel dat
nog niet zeker is (zie tabel 1) . De conclusie is, dat chloraatre—
sistentie geen eenduidig selectiecriterjum is voor de (negatjeve)
selectie van somatische hybriden in dit systeem. Een mogelijke
oorzaak zou een zekere mate van chloraatresjstentie van H7322
zeif kunnen zijn.

4 i
S
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4.Discussie.

4.1.PFP en CIPC.

Vijf dagen incubatie op 0.55 tot 550 iiM PFP had geen aan—
wijsbaar effect op bet chromosoomeantal in scheutprimordia van
H7322/2x. Toch voldoen deze concentraties aan de in de -literatuur
genoemde waarden, waarbij in celcultures van hogere planten
cbromosoomverlies en haploidisati.e gevonden wordt (Evans & Gam—
borg (1979) : 100—1000 jiM; Niizeki & Fukui (1983) :80—400 jiM)
Langere incubatjie op 550 jiM PFP is waarschijnlijk lethaal, gezien
bet aantal gedegenereerde kernen in planteri die hierop 5 dagen
geIncubeerd werden. Wat op dit experiment zou moeten volgen, is
een langere incubatie op lagere concentraties PFP, omdat de duur
van de behandeling misschien belangrjjker is dan de dosis. Verder
is bet mogelijk om bewortelde scheutjes op media met PFP te
zetten, zodat de plant misschien beter in staat is om PFP op te
nemen. Een ander obstakel, bet lage a.antal metafases dat werd
gevonden in met PFP hehandeld materiaal, zou vermeden kunnen
worden door bij volgende experimenten niet bet chromosoomaantal
te tellen via squashes, maar met hehulp van de cytofotometer de
DNA—hoeveelhejd te meten. Voordeel hiervan is, dat de genoom—
grootte van cellen die rnisschien niet meer delen vanwege bun
gereduceerde chrornosoomaantal, toch gemeten kan worden, zodat
meer duidelijkheid ontstaat over het effect van PFP. Belangrijk
is dan wel bet oplossend vermogen van de cytofotometer: er moet
duidelijk onderscheid gemaakt kunnen worden tussen cellen met 24
chromosomen en cellen met bijvoorbeeld 14 of 18 chromosomen.

Incubatie van 5 dagen op CIPC gaf bij concentraties van 15
en 35 jiM een duidelijk effect op het chromosoomaantal in H7322/2x
te zien: verdubbelingen en aneuploidje. Echter, niet bet gewenste
effect, namelijk chromosoomverlies. Toch is bet mogelijk, net
als bij PFP, dat er wel cellen met minder chromosomen gevormd
worden, maar dat deze ce.llen niet meer kunnen delen en dus niet
gescoord kunnen worden op chromosoomaantal. Met name de waarnem—
ing van micronuclei bevestigt dit vermoeden (Clayton & Lloyd
1984), evenals bet voorkomen van aneuploidje. Bovendien zijn deze
uitkomsten niet in overeenstemrning met bijvoorbeeld Roth & Lark
(1984) : die vinden alleen maar chromosoomverlies bij bet gebruik
van CIPC. Een herhaling van dit experiment, maar dan met analyse
van de (flow—)cytofotometer zou uitkomst kunnen brengen. Stel dat
dan een goede CIPC—bebandeling gevonden wordt, dan zou men van op
dergelijke manier voorhehandelde monohaploide planten protoplas—
ten kunnen isoleren, waarna de cellen met minder chromosomen als
bet ware 'gered worden door te fuseren met bijvoorbeeld cnx20
callusprotoplasten.

4.2. Chloraatresistentie.

De selectie op cbloraatresistentie is niet eenduidig in het
systeern zoals dat flu gebruikt is. Kennelijk sluit de resistentie
tegen chloraat niet ult dat bet gen voor NR gecomplementeerd is.
Dit kan hetekenen dat 1) de kloon H7322 een zekere mate van
chloraatresistentjie hezit waarbij waarbij chloraat op een andere
manier wordt afgebroken, of 2) dat chioriet niet meer toxisch is
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voor de cel (chiorietresistentie, omzettang van chloriet) , of 3)
dit wordt veroorzaakt door somaclonale variatie, waarbij voor—
noemde resistenties ontstaan, of 4) de media niet de .juiste
samenstelling hebben waardoor op medium AA+Chloraat bet enzyrn
nitraatreductase onderdrukt wordt. Dit laatste is eigenlijk het
meest waarschijnlijk, immers NR wordt geInduceerd door bet sub—
straat (i.c. nitraat)(Grafe et al. 1986), hetgeen n medium
AA+Chloraat niet aanwezig is. Wellicht is bet daarom beter om in
volgende experimenten de chloratresistentie te bepalen op medium
A+Chloraat.

4.3.BrdC—fusie.

Om de specifieke invloed van BrdC vast te stellen zal eerst
bet controle fusie—experiment (in exp.2) geanalyseerd moeten
worden. Zekerheid over chromosoomverlies van H7322 in de verkre—
gen fusieprodukten is er nog- niet. In een aantal hybride kionen
werden met squashes een verminderd aantal chromosomen werd waar—
genomen (nrs. 27, 28, 29, 30, 37, 41 en 43) , die lijken zeker
interessant. Analyse via spreidpreparaten en Giemsa—C—bandering
(volgens Pijnacker & Ferwerda 1984) zou hierin meer duidelijkheid
moeten brengen. Verder is bet goed mogelijk dat in een aantal
gevallen meerdere protoplasten van H7322 met verminderd chromo—
soomaarital zijn gefuseerd met cnx20 protoplasten. Alleén Giemsa—
C—bandering kan daarover uitsluitsel geven, want dan kan onder—
zocht worden of alle 12 verschillende chromosomen aanwezig zijn,
of dat er enkele chromosomen dubbel aanwezig zijn en dat er
andere chromosomen geëlimineerd zijn. Dat er inkloon 28 een
aardappelfragment zou kunnen voorkomen, hoeft niet speciaal een
effect van BrdC te zijri: ook in "gewone' hybriden komt dat voor
(de Vries et al. 1987C)

Een idee om de invloed van BrdC wat beter te kunnen waar—
nemen, is om scheuten na BrdC opname te bestralen en dan opnieuw
BrdC laten incorporeren. Een differentiële kleuring met Giemsa en
Hoechst 33258 (Pijnacker et al. 1986) moet dan uitwijzen of er
inderdaad meer zusterchromatide—uitwisselingen plaatsvinden dan
in de controle. Een geheel. andere mogelijkheid om tot meer chro—
mosoomverlies te komen, is bet kiezen van een andere fusiepartner
die minder nauw verwant is aan de aardappel waardoor chromosoom—
eliminatie sneller zal optreden. Te denken valt bijvoorbeeld aan
de sojaboon, de erwt of de lathyrus. Wel moeten daarvan dan goed
gekarakteriseerde mutanten beschikbaar zijn.

Belangrijk is verder dat er weinig verdubbelingen in de
chromosoomaantallen gevonden werden. Dit is een duidelijke ver—
betering in vergelijking met eerdere soortgelijke fusie—experi—
menten (de Vries et al. 1987c en van Everdink 1987). Wat hiervan
de oorzaak is, is nog moeilijk vast te stellen. In de eerste
plaats is een ander medium gebruikt om protoplasten in te regene—
reren. In voorgaande experimenten werd daarvoor medium VkM—AA
gebruikt, terwiji voor de bier heschreven experimenten GS—medium
werd gehru±kt. Misschien ontstaan hierdoor minder polyploidisa—
ties van de fusieprodukten. In de tweede plaats is BrdC gebruikt
als voorbehandeling van één van de fusiepartners. Als nu H7322
verantwoordelijk is voor de chromosoomverduhbelingen in de soma—
tische hybriden, zou deze eigenschap van H7322 onderdrukt geweest
kunnen zijn door de incubatie op BrdC (suggestie Dr. Sytske de
Vries) . En ten derde kan de methode van electrofusie ook iets
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anders geweest zijn dan in een voorgaand
Met name is flu geprobeer de tijd voor het opljjnen' van deprotoplasten zo kort mogelijk te houden (10 seconden) waardoor tegrote aggregatie van protoplasten werd vermeden. -

4.4. Concluderex-jd.

De behandeling BrdC—opname gevolgd door fusle en bestralingmet zichtbaar licht, en de chemicalièn PFP en ClPC vallen flogniet direct af om chromosoomverljes te induceren, maar behoevennader onderzoek. Er blijft een aantal interessante klonen overvoor nadere analyse via Giemsa—C--banderjng. Net name kloon nr.22, met 12 H7322—chromosomen en 40 cnx2O—chromosomen, lijktinteressant voor verder onderzoek, bijvoorbeeld (zie van Everdink1967) om achteraf nog te proberen chromosoomeliminatie te in—duceren. Voor electrofugie van protoplasten lijkt het beter amkort op te lijnen en GS—medium te gebruiken voor regenerate vanprotop lasten.
Tenslotte zou de methode van detectie van hybriden (NR—vivo test
en chromosoomanalyse) aangevuld kunnen worden met of vervangen
kunnen worden door snellere moleculair—genetasche methoden. Te
denken valt aan DNA—micro—isolatie, dot—blotten en hybridisatie
met een probe met op alle aardappelchromosomen voorkomend repete—
tief DNA om fusieprodukten aan te tonen. Hybridiseren met ver—
schillend.e probes specifiek voor verschillende aardappelchromoso—
men zou dan chromosoomverjaes aan het licht kunnen brengen.

Dankwoord.

Graag wil ik Sytske de Vries bedanken voor de prettige begeleid—
ing, Gerrit van der Steege voor het 'knutselen aan het GS—medi—
um, Dave Lavèbvre voor de samenwerking tijdens de PFP— en CIPC—
experirnenten, Margriet Ferwerda voor de fotos van figuren 6 en 7
en Theo Saat voor de NR—vivo analyse van fusie—experiment 2.
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6.Appendix: media

Voor- Scheutcultures

MS 10

4.7 gr MS
10 gr Sucrose
in 1 liter aqua dest
pH 5.6, autoclaveren

Voor protoplast—isolatie

Enzymrned ium

50 ml Spoelmedium
0.3 gr Cellulase (Onazuka RiO)
0.06 gr Macerozyme

oplossen, filteren over papierfilter
pH 5.5, filtersteriliseren

Spoe lmedium

190 mg KNO3
44 mg CaC12.2H20
37 mg M9SO4.7H20
17 mg KH2PO4
91.1 gr Mannitol

in 1 liter aqua dest -

pH 5.5, autoclaveren

0.57 M Sucrose

97.5 gr Sucrose
in 500 ml aqua dest
pH 5.5, autoclaveren
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Voor regeneratie van protoplasten

GS—MEDIUM

100 ml K6 macro
0.25 ml PG micro

20 ml Fe—EDTA stock
5 ml Vit. Morel stock

25 ml AO stock
63.2 mg CaHPO4.2H2O
3 mgNAA
1 mgBAp

33.3 ml NH4—suCciflaat stock
30 g sucrose
60 g mannitol

in 1 liter aqua dest
PH 5.8, filtersteriliserefl.
Aangepast aan KA1AO, referenties: NegrutlU 1981

Installé et al. 1985

G5/60—GS/30 (laag hormoon medium)

als GS—medium
m.u.v. AO stock: 7.5 ml

NAA 0.03 mg
BAp : 0.1 mg
mannitol: 60, 50, 40, of 30 g/l

K6—MACRO—elementefl stock (10*)

0 . 25 g NaH2PO4. 2H20
4.5 g CaCl2.2H20
2.5 g MgSO4.7H20
1.34 g (NH4)2S04

in 1 liter aqua dest
(autoc 1 averen)

PG_micro—elementen stock (4000*)

620 mg H3B03
1680 mg Mn504.H2O
1060 mg ZnSO4.7H20
1583 mg KI

25 mg Na2MoO4
2.5 mg Cu504.5H20
2.5 mg CoCl2.6H20

in 1 liter aqua dest.
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Fe—EDTA stock (5Q*)

1390 mg FeSO4.7H20
1865 mg Na2EDTA
in 500 ml aqua dest.

Vitamine Morel stock (200*)

500 mg Ca—panthotenaat
50 mg Myo—inositol
5 mg Biotine

500 mg Nicotinezuur
500 mg Pyridoxine—HC1
500 mg Thiamine

in 1 liter aqua dest.

AO stock (4Q_7Q*)

0.4 g Pyruvaat
0.8 g Malaat
0.8 g Citroenzuur
0.8 g Fumaraat

in 500 ml aqua dest.

NH4—succinaat stock (3Q*)

8.86 gr Barnsteenzuur
1:1.23 ml NH3—opl.

in 500 ml aqua dest.
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Voor groei en selectie van callus

MSC -

4.7 gr MS
30 gr Sucrose
67 ml NH4—succinaat (150 mM stock)
5 mg Thiamine
1 mgNAA
1 mgBAp

in 1 liter aqua dest
PH 5.8, autoclaveren

A

4.7 gr MS'
20 gr sucrose
1 mg 2,4—ID
0.2 mg Kinetine
0.1 mg GA3

in 1 liter aqua dest
pH 5.8, .autoclaverefl

AA (+chloraat)

0.78 gr MS zonder nitraat (Gibco)
20 gr Sucrose
2.94 gr KC1
9.6 mg Glycine

100 mg Inositol
0.5 mg NicotinezuUr
0.5 mg Pyridoxine—HC1
1 mg Thiamine—HC1

876.6 mg L—Glutamine
266.2 mg L—AsparagifleZUUr
174.2 mg L—Arginine

1 mg 2,4—ID
0.2 mg Kinetine
0.1 mg GA3
(6.13 rr KC1O4 50 mM)

in 1 liter aqua dest
PH 5.8, autoclaveren
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