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Samenvatting,

In de inleiding worden een aantal methoden besproken om in fusie—
experimenten tot chromosoomverlies van de aardappel te kunnen
komen. In de experimenten wordt de invloed van een aantal chemi-—
calien nader onderzocht. Ten eerste zijn de chemicalien PFP en
CIPC getest op scheuten van diploide H7322/2x (2n=2%X=24). Vijf
dagen incubatie op PFP, in concentraties van 0.55 tot 550 uM, gaf
in chromosoompreparaten van H7322/2X geen aanwijsbaar effect te
zien. Eenzelfde incubatie op CIPC induceerde vanaf 35 uM verdub-
belingen en aneuploidie. In de discussie wordt gesuggereerd om,
indien dergelijke experimenten worden herhaald, Dbij de analyse

(flow-)cytofotometrie te gebruiken.

Ten tweede werden i1n 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 groei1 op nitraat, chloraatresistentie en NR-
vivo aktiviteit._Onder de 14 callil die aan chromosoomanalyse
werden onderworpen, waren 11 hybride calli waarvan het aantal
H7322—-chromosomen bij benadering varieerde van =7 tot +30. Mede
vanwege de gebruikte methode kon chromosoomverlies van H7322, en
de invloed van BrdC daarop, nliet met zekerheid worden vastges-—
teld. Er worden een aantal suggesties gedaan om de methode te
verbeteren. In vergelijking met eerdere soortgelijke eXperimenten
was het aantal cnx20-chromosomen 1in de hybriden laag: *40. Een
aantal mogelijke oorzaken hiervoor worden bediscussieerd.

Yoorplaat: chrososomen van hybride nr.22 (zie figuur &, blz.13),
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i.Inleiding

1.1.Algemeen.

De aardappel (Solanum tuberosum L.) 15 autotetraploid en in
hoge mate heterozygoot. Toekenning van genen aan bepaalde chromo-—
somen 1s daarom zeer moeillijk. Tot nu toe zZijn twee genen van de
aardappel gelokaliseerd via trisome analyse: het gen Vv voor
chlorophyll deficientie op chromosoom 12 (Hermsen et al. 1983) en
het gen ym voor vyellow margin ook op chromosoom 12 (Wagenvoort
1982) . Bij de hierbij gebruikte methode is het noodzakelijk
enkele sexuele Kkruisingen te analyseren: allereerst wordt de
trisome lijn gekruist met een homozygoot recessieve lijn, waarna
de trisome Fl1 nakomelingen weer teruggekruist worden met dezelfde
recessieve 1ijn (zie eerder genoemde referenties). Het spreekt
voor zich dat dit een tijdrovend karwij is. De somatische cel-
genetica zou daarom een goede Dbijdrage kunnen leveren aan de

genkartering van de aardappel.

1.2.Interspecifieke somatische hybridisatie.

Somatische hybridisatie 1s het proces waarbij somatische
(=asexuele) cellen gefuseerd worden. Fusie van twee protoplasten
resulteerd in een heterokarvyon. Als daaropvolgend kernversmelting
plaatsvindt, ontstaat een synkaryon dat genetisch materiaal van
beide ouders bhevat. Vindt deze kernversmelting niet plaats, dan
kunnen de kernen Dbij celdeling segregeren 1in aparte cellen.
Cybride cellen zijn dan het resultaat, met het c¢cytoplasma van
beide ouders maar met de kern van é&n van de ouders. De fusie is
interspecifiek als de beide oudercellen van verschillende soorten

afkomstig zijn. Dit om onderscheid te maken met fusie van cellen
afkomstig van dezelfde soort {=intraspecifiek, bv. de Vries et
al. 1987%) .

Fusie wvan somatische plantencellen kan op verschillende
manieren geinduceerd worden: met Dbehulp van polvy—ethyleenglycol
(PEG) (Imamura et al. 1987, Potrykus et al. 1984. de Vries et al.
1987€); een hoog—pH medium met een hoge concentratie calcium—
ionen (Keller & Melchers 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 techpiek maar wordt met sSucces toegepast (Tempelaar &
Jones 19852PC  Bates et al. 1987. van Everdink 1987, Tempelaar et

al. 1987, de Vries et al. 19873b) .

1.3.Nitraatreductase.

De reductie van nitraat Lot nitriet wordt gekatalyseerd door
het enzym niltraatreductase {(NR) . Inductie van dit enzym vindt
plaats door het substraat (nitraat). Het model dat de structuur
en genetizche regulatie van NR beschrijft. 1s ontwikkeld voor de
schimmel Aspergillus nidulans, maar ook als foepasbaar op hogere
planten geaccepteerd (Mlier & Grare 1978) . Het enzym NR wordt
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geacht uit twee i1dentieke subunits te bestaan (45 haemof lavopro—
teinen) die bheide cytochroom—c-reductase (CcR) aktiviteit bhezit-—
ten. Deze subunits worden samen gehouden door een molybdeen (Mo)
bevattende cofactor. Deze cofactor Xkomt ook in andere enzymen
voor, zoals bijvoorbeeld xanthine dehydrogenase (XDH) .

NR kan ook chloraat omzetten 1iIn het giftige chloriet. Daarom
kunnen NR mutanten verkregen worden door cellijnen te selecteren
op chloraatresistentie. Op deze manier =zijn verschillende NR™ -
mutante cellijnen geisoleerd van o.a. Nicotiana plumbaginifolia
(Negrutiu et al. 1983). Deze mutanten kunnen in ftwee fenotypisch
verschillende klassen ondergebracht worden: cnx—-mutanten, die
gestoord zijn in de Mo—cofactor en daarom geen XDH-activiteit
meer hebben, en nia-mutanten, die geen functioneel 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 het apo—enzym. Dit 1n tegenstelling tot de cnx-—
mutanten, waarin vier verschillende complementatiegroepen zijn
gevonden: cnxA,waarvan de cofactor (en dus NR) te herstellen is
door toevoeging van Mo aan het medium, en c¢nxB, c¢nxC en cnxD,
waarvan ‘de cofactor niet met Mo te herstellen is (Dirks et al.
198%5) . Enkele wvan deze NR mutanten van N. plumbaginifolia zijn
biochemisch nader gekarakteriseerd (de Vries et al. 1986).

1.4.Chromosoomverlies.

1.4.1.Mens—knaagdier systeem.

Het bewerkstelligen wvan asymmetrisch chromosocomverlies in
interspecifieke somatische hybriden wvan menselijke cellen met
auxotrophe nmuizecellen of Chinese hamstercellen 1is een veel
gebruikte methode om dgdenen aan bepaalde menselijke chromosomen
toe te kennen (Kao 1983). Belangrijk bij het kiezen wvan geschikte
fusiepartners =zijn de +twee karyotypes. Deze moeten duidelijk
verschillend zijin, en de individuele chromosomen van de te onder—
zoeken partner moeten herkenbaar 2zijn 1n de fusieprodukten,
anders levert de bestudering van chromosoomverlies moeilijkheden
op. Aan deze voorwaarden 1s in het mens—-knaagdier systeem vol-
daan. Het principe wat aan dit systeem ten grondslag ligt, is als
volgt. Als cellen van een reeds langer bestaande celculture (oude
cellijn) worden gefuseerd met pas geisoleerde cellen (jonge cel-
liijn), zullen chromosomen van de jonge <cellijn worden geélimi-—
neerd. Op deze manier =zZijn vele hybride cellijnen verkregen
(mens-muis of mens—-Chinese hamster) waarin slechts één of enkele
menselijke chromosomen naast de knaagdierchromosomen voorkomen.
Belangrijk hierbij is, dat het ook mogeliik is om genen te loka-—
liseren in een stel hybriden waarin enkele menselijke chromosomen
in verschillende combinaties naast de knaagdierchromosomen voor-—

komen (Kao 1983) .

1.4.2 .Hogere planten.

Ook in somatische hybridsen van hogere planten kan asymme-—
Lrisch chromosoomverlies geinduceerd worden. Eén methode hier-
voor 1isg identiek aan het hiervoor besproken systeem voor dier-
lijke cellen: 1indien cellen van een reeds bestaande weefselkweek-
1iin, in dit wgeval suspensie— of callusprotoplasten, worden
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gefuseerd met pas gelsoleerde cellen (i.c. bladprotoplasten),
zullen van de laatste chromosomen verloren gaan. D1t 1s 1n vele
combinaties van suspensie— of callusprotoplasten met bladproto—
plasten waargenomen, =zoals bijvoorbeeld sojaboon (Glycine max)
met Nicotiana glauca (Kao 1977), sojaboon met tabak (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 wvan monohaploide aardappelbladprotoplasten
met N. plumbaginifolia callusprotoplasten leidde echter nog niet
tot eliminatie van specifieke aardappelchromosomen (de Vries et
al. 1987¢, van Everdink 1987). Er zijn echter ook andere methoden
om asymmetrisch chromosoomverlies te bewerkstelligen. Die worden

hierna besproken.
1.4.3.Rontgenbestraling.

Bestraling wvar een fusiepartner met rontgenstirralen 1s een
veel gebruikte methode. Hierbij worden de donorprotoplasten zwaar
bestraald, viak voor fusie met onbestraalde protoplasten van de
recipiént (Bates et al. 1987, Hamill et al. 1984, Imamura et al.
1987, Sidorov et al. 1987). De straling veroorzaakt breuken in de
donorchromosomen, waarvan na fusie de fragmenten in de eerstvol-
gende delingscycli wvan de hybride cellen geé€limineerd zullen
worden, of via transiokatiesg in de 1recipiénte chromosomen worden
geincorporeerd. Dit 1s uiteraard een belangrijk nadeel als het
doel is het lokaliseren van een gen op een donorchromosoom. Het
blijikt echter dat scms ook hele chromosomen de auxotrofe eigen-—
schap van de recipiént complementeren (Dudits et al. 1980, Gupta
et al. 1982 en 1984). Een ander risico is de mutagene eigenschap
van deze methode (de eigenzchap waarop geselecteerd wordt, =zou
gecomp lementeerd kunnen worden door een gemuteerd gen).

1f4.4.BrdC/lichtbestraling.

Differentidlie kleuring wvan chromosomen via heft labelen met
BrdC (5-Bromo-deoxy—-Cytidine), =en Thymidine—analoog, wordt o.a.
gebruikt om stadia van chromosoomverdubbeling te voigen (Pijnack-
er et al. 1986). Nu zijn chromosomen waarin BrdC is gelincorpo-—
reerd vanwege de broom—ionen gevoelig voor zichtbaar en UV-licht
{analoog aan BUdR—-labeling, Puck & Kao 1967, Pontecorvo 1971) . De
chromosomen ondergaan bij belichting een vergelijkbaar proces als
bij rontgenbestraling: in de chromosomen =zullen breuken worden
geilnduceerd (fotolyse) . De BrdC-methode heeft echterr enkele
voordelen . Ten eserste i3 het mogelijk om slechts een deel wvan de
chromozomen gevoelig te maken voor de bestraling, afhankelijk van
de mate van BrdC—inbouw (zie fig.1l). Ten tweede biedt het de
mogelijkheid om de fotolyse wuit te stellen tot na de fusie,
waardoor mogelijke neveneffecten op het fusieproces zelf vermeden
worden. Ten opzichte van BUdR heeft BrdC het voordeel dat het
minder toxisch is (Pijnacker & Ferwerda 1982) .
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1.4.5.Chemische middelen.

Er zijn verschillende chemische middelen die de vorming van
de spoelfiguur beinvloeden of anderszins invloed hebben op de
celdeling en de segregatrie van chromosomen daarbiji. De gevolgen
zZ1Jin ruwweg onder te delen in twee categorieén: polyploidisatie
(bij het overslaan van de celdeling na kerndeling) en aneuploidie
(na de vormimg van multipolaire spoelfiguren gevolgd door asym-—
metrische celdeling). In het kader wvan de bestudering van chromo-
soomverlies moet polyploidisatie uiteraard vermeden worden, maar
aneuploidie 1s zeker interessant. Hieronder worden enkele chemi—
sche middelen besproken, die aneuploidie zouden kunnen induceren.

CIpPC (Isopropyl—N(B—Chlorophenyl)carbamaat), een herbicide,
zou de vorming van microtubull beinviceden. Chromosoomverlies na
incubatie op CIPC 1= o.a. gevonden in diploide cellijnen van de
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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 het amino-
zuur phenylalanine, en heeft ook 1nvliced op de microtubuli.
Niizeki & Fukul (1983) vonden chromosoomverlies in _de (okto-—
ploide) aardbei (Fragaria x ananassi Duch.) na incubatie van
antheren op PFP. Dat PFP 1in een celculture ook haploide cellijnen.
zou bevoordelen ten opzichte van diploide <cellijnen (Gupta &
Carlson 1972) werd niet bevestigd 1n mengsels van mono— en diha—
ploide cellijnen van Datura innoxia (Evans & Gamborg 1979). De
werking van PFP is wat dat betreft dus omstreden. .

Volledigheidshalve moet ook Griseofulvine (GF) genoemd
worden. GF 1s een fungicide, geproduceerd door verschillende
Penicillium soorten. Het induceerde multinucleariteit in dier-—

1ijke 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 1nduceren. Chromosocomverlies werd echter niet gevonden, wel
polvploidie (Larizza et al. 1974). Vandaar dat in dit verslag op
het gebruik van GF verder niet 1ngegaan wordt.

1.5.Doel van dit onderzoek.

Het 1is mogelijk individuele chromosomen 1n monohaploide
aardappelcellen te identificeren (Pijnacker & Ferwerda 1984). Ook
in somatische hybriden van deze monohaploide aardappel met NR™
mutante N. plumbaginifolia 1s dit mogelijk (de Vries et al,
1987€) . Echter, hoewel 1in eerdere experimenten deze partners
werden gefuseerd analoog aan het mens—-knaagdier systeem, werd
geen chromosoomverlies van de aardappel waargenomen (de Vries et
al. 1987%, van Everdink 1987), zodat een gen voor NR nog niet
gelokaliseerd kon 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 invlioed van BrdC op chromosocomverlies
bestudeerd. Voornoemde experimenten 2zullen worden herhaald,
waarbij nu - de protoplasten van de monohaploide aardappel vooraf-
gaand aan electrofusie BrdC kunnen opnemen. Na fusie met cal-
lusprotoplasten wvan NR mutante N. plumbaginifolia =zullen de
protoplasten aan zichtbaar licht worden blootgesteld.

Ten tweede is de invloed van de chemicalién PFP en CIPC op
het chromosoomaantal wvan de aardappel onderzocht. Omdat 1n mono-
haploide cellen chromosoomverlies waarschijnlijk lethaal is, 1is
het korte—-termijn effect van de chemicalién op een dihaploide
kloon onderzocht. De achterliggende gedachte 1s, dat als chromo~-
soomverlies wordt waargenomen, dit ook geinduceerd kan worden 1in
monohaploide cellen maar dat deze dan "'gered” kunnen worden door
ze te fuseren met NR mutante N. plumbaginifolia.



2.Materiaal en methoden.

2.1.Plantmateriaal.

2.1.1.Herkomst.

In de experimenten werden monohaploide en dihaploide Solanum

tuberosum planten gebruikt. De monochaploide kloon, gecodeerd Mn
797322 en afgekort met H7322 (2n=x=12), is uitgebreid beschreven
door Ross & Jacobsen (1975). Een dihaploide S. tuberosum kloon
(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 NR mutante lijn Cnx20
gebruikt. Deze 1ijn -is beschreven door Negrutiu et- -al. -{(1983) en
de Vries et al. (1986). Onder de NR mutanten behoort Cnx20 tot de
complementatiegroep c¢nxA : gestoord in de Molybdeen-cofactor
hetgeen te herstellen is door toevoeging van Molybdeen aan het
medium. Tijdens weefselkweek is in de callusculture van Cnx20 het
chromosoomaantal verdubbeld (2n=4x=40).

2.1.2.Kweek.

Scheutcultures van H7322 en H7322/2x werden in vitro ge-
kweekt op MS10 resp. MS30 medium (MS medium (Murashige & Skoog
1962) aangevuld met 10 resp. 30 g/l sucrose). De planten werden
in een kweekkast gekweekt bij 24°C met 14 wuur licht (£3000 1lux)
per dag. Cnx20 werd als callusculture in donker bij 25°C gekweekt
op M5C medium (ammoniumsuccinaat als stikstofbron, Dirks et al.
1985) aangevuld met 5 mg/1 thiamine, en elke drie weken overgeént
op vers medium. Aan de media werd 8 mg/l agar toegevoegd, waarna
de media werden geautoclaveerd.

2.2.Chemische inductie van chromosocomverlies.
2.2.1.0pname van PFP en CIPC door H7322/2x.

Uit een filtersteriele stockoplossing (500 mg/ml 1n agqua
dest pH 5.9) werd PFP toegevoegd aan geautoclaveerd MS10 medium
in eindconcentraties wvan 0 tot 550 uM. CIPC, uit een stockoplos—-
sing van 50 mM in DMSO (DiMethylSulfOxide) werd aan MS10 toege—
voegd tot eindconcentraties wvan O tot 350 uM en meegeautocla—
veerd, De DMSO-concentratie in MS10 was maximaal 0.7 B(V/V).
Onbewortelde scheuten van H7322/2x werden op deze media overgeént
en geincubeerd zoals hiervoor beschreven voor scheutcultures (§
2.1.2). Na 5 dagen werden scheuttopjes 5% uur bij 4°C in a-Broom—
naphtaleen voorbehandeld en daarna gefixeerd in Carnoy voor

chromosoomtellingen (zie § 2.5) .

2.2.2.0pname van BrdC door H7322.

Van een filtersteriele stockoplossing van BrdC in agua dest
(270 pg/ml) 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 ug/ml. Van scheutcultures wvan H7322 werden de
bladeren afgesneden waarbij de grotere bladeren een of twee keer
doormidden gesneden werden. Met de onderkant naar beneden werden
de bladstukjes op de BrdC-platen gelegd, waarbij ervoor gezorgd
werd dat de snijvlakken de plaat wel raakten. Na 5 dagen incuba-
tie in donker bij 25°C werden de bladstukjes verder fijngesneden
en overnacht in enzymoplossing gelegd voor protoplastisolatie (in

donker) .

2.3.Protoplasten.
2.3.1.Protoplastisolatie.

Voor de isolatie wvan mesophyll—-protoplasten van H7322 en van
callus—protoplasﬁen van Cnx20 werd de procedure gevolgd zoals

beschreven door Bokelmann & Roest (1983), echter wel op enkele
punten gemodificeerd. Er werd €en enzymoplossing gebruikt met 0.6
% cellulase (Onazuka R10) en met 0.12 % macerozyme (beide wvan

Yakult Biochem.,Japan), opgelost in spoelmedium. Als spoelmedium
werd gebruikt 0.5 M mannitol aangevuld met zouten: KNO3 1.85 mM;
CaCly, 0.30 mM; MgS504 0.15 mM en KH2P04 0.125 mM. Incubatie in
enzymoplossing vond plaats overnacht in donker bij 25°C. Na
verzameling van de protoplasten op 0.57 M sucrose (10 min. centr.
bij 1000 rpm) werden de protoplasten 10x verdund met spoelmedium,
en na centrifugatie als pellet of als een groene band op *3 cm
vanaf de bodem wvan de buis zichtbaar. Deze band of de pellet
werden verzameld en opnieuw gewassen met spoelmedium.

2.3.2.Electrofusie wvan protoplasten.

Fusie wvan mesophyll-protoplasten van H7322 met callusproto—
plasten van Cnx20 werd uitgevoerd zoals beschreven door Tempelaar
& Jones (19852.D) on De Vries et al. (1987%). De condities van de
twee geslaagde experimenten worden hieronder schematisch weerge—

geven.

Exp.1 Exp.2

) (alleen BrdC) (BrdC) (controle)
Pulshoogte (V/cm) 1500 1500 1500
Pulslengte (us) 2*¥50 2%20 2% 20
Aantal Cnx20 prpl. 0.4%109 0.5%109 0.2%10°
Aantal H7322 prpl. 2.1%109 2.3%109 0.6%109
Cnx20 : H7322 1:5 1 : 4.5 1 : 3
Totaal prpl.conc.(/ml) 1.25%106 0.7%100 0.4%106

Als fusiemedium werd spoelmedium gebruikt. Er werd slechts kort
opgelijnd (+ 10 s) waarna de wisselspanning tot de helft werd
teruggedraaid en de fusiepuls werd gegeven. Daarop werd de wis—
selspanning verder verlaagd (tot + 15 %) en 45 tot 60 s aangehou-—
den voordat de electrode geleegd werd.

2.3.3.Regeneratie van protoplasten.
De protoplasﬁen werden gedurende de eerste 54 dagen aselec-—

tief gekweekt in filtersteriel G3-medium. Dit medium is afgeleid
van medium KAlAO (Negrutiu 1981, Installé et al. 1985), waarbij
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ter voorkoming wvan neerslag de concentratie NaH2P04.2H20 omlaag-—
gebracht werd van 1.5 mg/1l naar 0.25 mg/l1. KNO3 en NH4NO3 werden
weggelaten en vervangen door 5 mM ammoniumsuccinaat. De phytohor-
moon—concentratie was voor NAA 3 mg/l en voor BAp 1 mg/l.

De initi€le kweekdichtheid in GS 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 GS medium werd gebruikt. Alleen in
exp. 2 werd na 6 weken een laag-hormoon medium gebruikt (GS/60) .
Acht weken na fusie werden de microcalli uitgeplaat op MSC me-—
dium, om na 4 weken te worden overgeent op selectieve media.

2.4.5electie van somatische hybriden.

De NR —mutant Cnx20 kan niet groeien op medium A (Muller &
Grafe 1978), waarin alleen 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 alleen de interspecifielke somatische hybriden
kunnen groeien. De laatstgenoemde zullen, vanwege de gecomplemen-—
teerde NR-activiteit, ook chloraat omzetten in het giftige chlo~
riet, zodat een medium, waaraan 50 mM KC104 is toegevoegd, voor
deze hybriden toxisch i1s. De vergelijking van groei op A, AA (een
aselectief medium met aminozuren als stikstofbron) en op AA+KC104
vormde de eerste selectie. Deze werd nog een tweede keer her—
haald, waarna de niet op A groeiende calli werden weggelaten. De
tweede selectie, een qualitatieve test op NR-activiteit in wvivo,
werd uitgevoerd zoals bheschreven door Jaworski (1971) en De
Vries et al. (1987b'c) en zo mogelijk een of twee keer herhaald.

2.5.Chromosoomanalyse.

Kleine stukies callus werden overgeént op medium A, en na
twee of drie dagen groei in donker bij 25°C, voorbehandeld in een
verzadigde oplossing van a-Broom—naprhtaleen in leidingwater wvoor
5% uur bij 4°C. Hierna werden de calli gefixeerd in Carnoy (3:1
v/v absoluutalcohol:ijsazijnzuur), minimaal 2 uur bij 4°C.
Squashpreparaten werden gemaakt na 30 minuten incubatie in en-
zymoplossing bij 37°C, en na kleuring in een verzadigde oplossing
van aceto—orceine in 45 % azijnzuur (Pijnacker & Ferwerda 1984).
De met PFP of CIPC behandelde scheuttopjes van H7322/2x werden,
na voorbehandeling en fixatis, vioor 88 minuten hij 3V"C in de
enzymoplossing gelincubeerd, waarna luchtgedroogde spreidprepara-—
ten werden gemaakt (Pijnacker et al. 1986).

T~



3.Resultaten.

3.1.Invloed van chemische middelen op chromosoomaantal.

3.1.1.PFP.

Incubatie op PFP heeft na 5 dagen, in Concentratigs tot 550

uM, weinig effect op de scheuten zelf en heeft in de chromosoom—-

preparaten geen chromosocomverlies te zien gegeven, zie fig.2. De
controle, op MS10 zonder PFP, gaf al incomplete sets chromosomen
te zien, een gevolg 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 =zi1jn. Bij alle PFP-concentraties
zijn onregelmatige kerngroottes waargenomen, zodat misschien toch
een asymmetrische verdeling van de chromosomen optreedt bij
mitose. Wel zijnt bij PFP-concentraties groter dan 5,5 uM pycnoses
gezien in de preparaten (10 % van de kernen). Dit effect was het
grootst bij 550 uM PFP (30 % van de kernen). Dit duidt op dege-
neratie van kernen, en is in elk geval een teken dat PFP de
scheuttopjes beinvloedt en wuit het medium wordt opgenomen. Op
langere duur zou PFP dan ook invloed kunnen hebben op de vitali-

teit van de plant.

3.1.2.CIPC.

Bij hogere concentraties (150 en 350 uM) bleek CIPC al snel
lethaal te zijn voor de planten. Voor de controle geldt hier
hetzelfde als bij het PFP-experiment: vaak incomplete metafases
als artefact (zie fig. 3). 0Op.3,5 uM CIPC bleef de chromosoomver—
deling ongeveer gelijk aan de controle. Echter, bij 15 uM CIPC 1s
een duideliik omslagpunt te zien: CIPC veroorzaakt chromosocomver-—
dubbelingen in het genoom, gepaard gaande met aneuploidie. Dat
asymmetrische celdelingen plaatsvinden, lijkt aangetoond door de
waarneming van microkernen in de cellen bij 35 uM CIPC. Deze
microkernen kunnen een Jgereduceerd aantal chromosomen bevatten
(Clayton & Lloyd 1984). Er werden echter weinig metafaseplaten
met minder dan 24 chromosomen waargenomen, en deze waren vanwege
de sterk gecondenseerde chromosomen slecht te tellen. Er kan nog
niet geconcludeerd worden dat er geen chromosoomverlies 1s op-—
getreden, wel 1is zeker dat CIPC in concentraties wvan 15 uM en
hoger verdubbelingen en aneuploidie veroorzaakt in dihaploide S.

tuberosum scheutcultures.
3.2.Fusie van Cnx20 met H7322/BrdcC.

Eén dag na fusie waren de fusieprodukten te herkennen aan de
grootte van Cnx20-protoplasten met de chloroplasten van H7322. Na
4 dagen werden de eerste celdelingen waargenomen. Na 5 dagen was
het percentage delende cellen in experiment 1 4%. In de BrdC-
behandelde fusies van experiment 2 was dit 0.6% en 1in de controle
2.3%. In experiment 1 werden al veel 2% gedeelde cellen waar—
genomen. Na 12 dagen waren 1n experiment 1 al veel micro-colonies
4% tot 10% gedeeld, in experiment 2 was dit pas na 18 dagen
bereikt. In experiment 1 werden na 25 dagen bij .sommige calli
onregelmatige celdelingen te =zien, altijd gepaard gaande met de
aanwezigheid van lange puntige cellen. Dit is nooit waargenomen

Vel -
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in de controles (Cnx20) en zou dus op fusieprodukten kKunnen
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 coloniegroei
behoorlijk. Na uitplaten op vaste platen met MSC—-medium 1is in
beide experimenten het aantal groeiende calli geteld. De resul-
taten daarvan =zijn hieronder schematisch weergegeven. De ab-

solute plating efficiency (a.p.e.) is het aantal groeiende calli
gerelateerd aan het aantal cnx20 protoplasten aan het begin wvan
het experiment. De relatieve plating efficientie (r.p.e.) 1s het

aantal groeiende calli gerelateerd aan het aantal delende cellen
5 dagen na fusie.,

experiment 1 experiment 2

(alleen Brd(C) BrdC - Controle
Aantal calli . 900 250 250
A.p.e. 2.3 % 0.5 % 0.4 %
R.p.e. 60 % 83 % 18 %

3.3.Selectie 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.
De groei op medium AA+chloraat was, met uitzondering van de
controle (Cnx20), 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, Dbleken 9 calli steeds NR aktiviteit te vertonen,
29 calli bleken steeds NR™ te zijn en 4 calli hadden wisselende
uitkomsten. Van de overige 166 slechts één keer geteste calli
waren ‘133 calli NR™, 30 calli NRY en 3 calli twijfelachtig. Zo
bleven na de tweede selectie nog 44 calli over, =zile tabel 1. Van
een aantal c¢alli is het, gezien hun voorgeschiedenis, mogelijk
dat ze subklonen zijn van één callus op MSC: 11, 12 en 13; 16 en
17; 30 en 31; 33 en 34; en 38 en 39. In totaal was de opbrengst
van heterologe fusieprodukten dus 38 tot 44 op de 900 calli die
geregenereerd waren, hetgeen een heteroloog—fusiepercentage van 4

& 5 % betekent.

3.3.2.Experiment 2.

De calli, 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
16%. Van de controle (nummers 901-950) =zijn nog geen gegevens

beschikbaar.

3.4.Chromosoomanalyse,

Van experiment 2 zijn nog geen resultaten beschikbaar. De
resultaten wvan de chromosoomtellingen wvan experiment 1 z1ljn
weergegeven 1in tabel 2. De meeste aantallen zijn bij benadering
weergegeven, omdat sguashpreparaten eigenlijk alleen geschikt
zijn om te zien 6f er chromosomen van beide fusiepartners aan
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tiviteit. Het lijkt of in een aantal calli chromosomen van H7322
verloren zijn gegaan, echter zoals hierboven genoemd 1s dit met
het nodige voorbehoud. Twee hybriden bezaten beduidend meer
chromosomen: nummer 21 heeft *120 Cnx20- en +30 H7322-chromoso—
men, nummer 44 heeft +*52 Cnx20- en +16 H7322-chromosomen (zie
fig.”7) . Waarschijnlijk zijn dit multifusieprodukten (gevolgd door
aneuploidie bij nummer 44) aangezien de andere mogelijkheid,
chromosoomverdubbeling door weefselkweekeffecten, dan algemener
voor zou moeten komen. Het is opvallend hoe weinig chromosoomver—
dubbellingen of multifusies in dit experiment zijn opgetreden,
dit in tegenstelling tot eerdere soortgelijke experimenten (de
Vries et al. 1987€, van Everdink 1987) . In kloon nr. 28 werden
geen aardappelchromosomen waargenomen, hoewel hiervan wel een
keer NR—-aktiviteit gemeten werd (tabel 1). Verder werden wel
metacentrische cnx20-chromosomen waargenomen, terwijl Nicotiana
plumbaginifolia normaal alleen acrocentrische chromosomen bezit .
Het 1ijkt daarom waarschijnlijk, dat een chromosoom van cnx20 via
translokatie een fragment wvan een aardappelchromosoom heeft

opgenomen.
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Fiquur 7: Chroaosomen van hybride numaer 4§, Alle chrososomen z1in in deze astafase aanwezig, De * 16 sardap- o
pelchromosopen zijn herienbaar naast t 52 chrososomen van cnx28, Ook zijn waarschiiniiil enkels chromoscog-

fragmenten aanweziq, Orceine-sguash, vergroting 2000 1.

3.5.8electie op chloraat.

In § 3.3 werd al vermeld dat de selectie op chloraatresis-
tentie niet . eenduidig was. Onder de 44 calli zijn 18 calli die
zowel NR?t als chloraatresistent  zijn. Hiervan zijn er at random 4
calli aan chromosoomanalyse onderworpen. Van deze 4 calli blijken
er twee somatische hybriden te zijn (nummers 29 en 41) . De num-
mers 28 en 43 zijn hierbij aangemerkt als niet-hybride hoewel dat
nog niet zeKker is (zie tabel 1). De conclusie is, dat chloraatre-
sistentie geen eenduidig selectiecriterium is voor de (negatieve)
selectie van somatische hybriden in dit systeem. Een mogelijke
oorzaak zou een =zeKere mate van chloraatresistentie van H7322

zelf kunnen zijn.
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"4.Discussie.

4.1.PFP en CIPC.

Vijf dagen incubatie op 0.55 tot 550 uM PFP had geen aan-—
wijsbaar effect op het chromosoomaantal in scheutprimordia van
H7322/2x. Toch voldoen deze concentraties aan de in de literatuur
gencemde waarden, waarbij in celcultures van hogere planten
chromosoomverlies en haploidisatie gevonden wordt (Evans & Gam—
borg (1979): 100~-1000 uM; ‘Niizeki & Fukui (1983) :80-400 uM) .
Langere incubatie op 550 uM PFP is waarschijnlijk lethaal, gezien
het aantal gedegenereerde kernen in planten die hierop 5 dagen
geincubeerd werden. Wat op dit experiment =zou moeten volgen, 1is
een langere 1ncubatie op lagere concentraties PFP, omdat de duur
van de behandeling misschien belangrijker is dan de dosis. Verder
is het 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, het lage aantal metafases dat werd
gevonden in met PFP behandeld materiaal, zou vermeden kunnen
worden door bij volgende experimenten niet het chromosoomaantal
te tellen via squashes, maar met behulp van de cytofotometer de
DNA-hoeveelheid te meten. Voordeel hiervan is, dat de genoom—
grootte van cellen die misschien niet meer delen vanwege hun
gereduceerde chromosoomaantal, toch gemeten kan worden, zodat
meer duidelijkheid ontstaat over het effect wvan PFP. Belangrijk
1s dan wel het 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 uM een duidelijk effect op het chromosoomaantal in H7322/2x%
te zien: verdubbelingen en aneuploidie. Echter, niet het gewenste
effect, namelijk chromosoomverlies. Toch 1is het mogelijk, net
als bij PFP, dat er wel cellen met minder chromosomen gevormd
worden, maar dat deze cellen niet meer kunnen delen en dus niet
gescoord kunnen worden op chromosoomaantal. Met name de waarnem—
ing van micronuclei bevestigt dit vermoeden (Clavton & Lloyd
1984), evenals het voorkomen van aneuploidie. Bovendien zijn deze
uitkomsten niet in overeenstemming met bijvoorbeeld Roth & Lark
(1984) : die wvinden alleen maar chromoscomverlies bi1j het 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-behandeling gevonden wordt, dan zou men van op
dergelijke manier voorbehandelde monohaploide planten protoplas—
ten kunnen isoleren, waarna de cellen met minder chromosomen als
het ware ‘'"gered' worden door te fuseren met bijvoorbeeld cnx20

callusprotoplasten.

4.2.Chloraatresistentie.

De selectie op chloraatresistentie is niet eenduidilg in het
systeem zoals dat nu gebruikt is. Kennelijk sluit de resistentie
tegen chloraat niet uit dat het gen voor NR gecomplementeerd is.
Dit Xkan betekenen dat 1) de kloon H7322 een zekere mate van
chloraatresistentie bezit waarbij waarbij chloraat op een andere
manier wordt afgebrokern, of 2) dat chloriet niet meer toxisch is
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voor de cel (chlorietresistentie, omzetting 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 het enzym
nitraatreductase onderdrukt wordt. Dit laatste is eigenlijk het
meest waarschijnlijk, immers NR wordt geinduceerd door het sub-
straat (i.c. nitraat) (Grafe et al. 1986), hetgeen Iin medium
AA+Chloraat niet aanwezig is. Wellicht is het daarom beter om in
volgende experimenten de chloraatresistentie te bepalen op medium

A+Chloraat.

4.3 .BrdC~fusie.

Om de specifieke invloed van BrdC vast te stellen zal eerst
het 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 klonen .
werden met sgquashes 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 i1s het goed mogelijk dat 1in een aantal
gevallen meerdere protoplasten van H7322 met verminderd chromo-—
soomaantal zijn gefuseerd met cnx20 protoplasten. Alleen Giemsa—
C~bandering kan daarover uitsluitsel geven, want dan kan onder-—
zocht worden of alle 12 verschillende chromosomen aanwezig zZijn,
of dat er enkele chromosomen dubbel aanwezig 2zijn en dat er
andere chromosomen geelimineerd =zijn. Dat er in-kloon 28 een
aardappelfragment zou kunnen voorkomen, hoeft niet speciaal een
effect van BrdC te =zijn: ook in "gewone' hybriden komt dat voor
(de Vries et al. 1987FC). :

EFen idee om de invloed van BrdC wat beter te kunnen waar-
nemen, 1s om scheuten na BrdC opname te bestralen en dan opnieuw
BrdC laten incorporeren. Een differentiele 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 het kiezen van een andere fusiepartner
die minder nauw verwant 1s 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 1is een duidelijke ver-
betering in vergelijking met eerdere soortgelijke fusie—experi-—
menten (de Vries et al. 1987€ en van Everdink 1987). Wat hiervan
de oorzaak is, is nog moeilijk vast te stellen. In de eerste
plaats 1s een ander medium gebruikt om protoplasten in te regene-—
reren. In voorgaande experimenten werd daarvoor medium VKM—-AA
gebruikt, terwijl voor de hier beschreven experimenten GS—medium
werd gebruikt. 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 chromosoomverdubbelingen in de soma-
tische hybriden, zou deze eigenschap van H7322 onderdrukt geweest’
kXunnen zijn door de incubatie op BrdC (suggestie Dr. Sytske de
Vries). En ten derde kan de methode van electrofusgsie ook iets
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anders geweest zijn dan in een voorgaand electrofusie-experiment.
Met name is nu geprobeerd de tijd wvoor het "oplijnen'" wvan de
protoplasten zo kort mogelijk te houden (10 seconden) waardoor te
grote aggregatie wvan Protoplasten werd vermeden. -

4.4 .Concluderend.

De behandeling BrdC—opname gevolgd door fusie en bestraling
mgt 21ghtbaar licht, en de chemicalién PFP en CIPC vallen nog
niet direct af om chromosoomverlies te induceren, maar behoeven
nader onderzoek. Er blijft een aantal interessante klonen over
voor nadere analyse via Giemsa—-C-bandering. Met name kloon nr.
22, met 12 H7322-chromosomen en 40 cnx20-chromosomen, 1ijkt
lnteressant voor verder onderzoek, bijvoorbeeld (zie van Everdink
1987) om achteraf nog te proberen chromosoomeliminatie te in-—
duceren. Voor_ electrofusie wvan protoplasten 1lijkt het beter om
kort op te lijnen en GS-medium te gebruiken voor regeneratie van

protoplasten.
Tenslotte zou de methode van detectie van hybriden {NR-vivo test

en chromosoomanalyse) aangevuld kunnen worden met of vervangen
kunnen worden door snellere moleculair-genetische 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—
schillende probes specifiek voor verschillende aardappelchromoso—
men zou dan chromosoomverlies aan het licht kunnen brengen.

Dankwoord.

Graag wil 1k Sytske de Vries bedanken voor de prettige begeleid—
ing, Gerrit van der Steege voor het "knutselen” aan het GS-—-medi-—
um, Dave Lavébvre voor de samenwerking tijdens de PFP- en CIPC-
experimenten, Margriet Ferwerda voor de foto's 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-

Voor

Scheutcultures

MS10

4.7 gr MS

10 gr Sucrose r
in 1 liter agua dest
pH 5.6, autoclaveren

protoplast—~isolatie

Enzymmedium

50 ml Spoelmedium
0.3 gr Cellulase (Onazuka R10)
0.06 gr Macerozyme

oplossen, filteren over papierfilter
pH 5.5, filtersteriliseren

Spoelmedium

190 mg KNOgj

44 mg CaC12.2H20
37 mg MgS04.7H,0
17 mg KH,POy4
91.1 gr Mannitpl

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

-~



Voor regeneratie van protoplasten

GS-MEDIUM
100 ml
0.25 ml
20 ml
5 ml
25 " ml
63.2 mg
3 mg
1 mg
33.3 ml
30 g
60 g

K6 macro

PG micro

Fe—EDTA stock
Vit. Morel/stock
A0 stock ‘
CaHPO4.2H20

NAA

BAp
NH4~succinaat stock
sucrose

mannitol

in 1 lﬁter agqua dest

pH 5.8,

fi

ltersteriliseren.

Aangepast aan KA4AO, referenties: Negrutiu 1981

Installé et al. 1985

GS/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-e lementen stock (10%)

P NSO
WOUN

5 g NaH2P0412H20
g CaClz.ZHzo
g MgS0y.7H50

4 g (NHg) 2504

in 1 liter agua dest
(autoclaveren)

PG-micro—elementen stock (4000%)

620
1680
1060
1583

25
2.5
2.5

mg
mg
mg
myg
mg
mg
mg

H3BO3
MnS0g4 . Hp0
ZnS0,4 . 7H,0
KI

N62M004
CUSO4.5H20
CoCl,.6HZ0

in 1 liter agqua dest.
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Fe-EDTA stock (50%)

1390 mg FeSO4.7H20
1865 mg NajEDTA
in 500 ml agqua dest.

Vitamine Morel stock (200%)

500 mg Ca—-panthotenaat
50 mg Myo—inositol

5 mg Biotine
500 mg Nicotinezuur
500 mg Pyridoxine—HCI
500 mg Thiamine

in 1 liter aqua dest.

AO stock (40-70%*)

g Pyruvaat

g Malaat

g Citroenzuur
g Fumaraat

sl eNeNe
oD

in 500 ml agua dest.

NH4—succinaat stock (30%)

8.86 gr Barnsteenzuur
11.23 ml NHz-opl.

in 500 ml agqua dest.



Voor groei en selectie van callus

=
n
Q

|

oW
N SN N I N
~N

T W
3
[&)]

=N

T
"y
Ol

gr
gr
ml
mg
mg
mg

11

.8,

gr
gr
mg
mg
mg

11

.8,

MS
Sucrose

NH4—succinaat (150 mM stock)

Thiamine
NAA
BAP . o

ter agqua dest
autoclaveren

MS -
sucrose
2,4-D
Kinetine
GA3

ter agua dest
autoclaveren

AA (+chloraat)

0.78 gr MS zonder nitraat

2.9
9.6

0.2
0.1

a4

gr Sucrose

gr KCl1

mg Glycine

mg Inositol

mg Nicotinezuur
mg Pyridoxine—HCI1
mg Thiamine—HCI
mg L-Glutamine
mg L—-Asparaginezuur
mg L—-Arginine

mg 2,4-D

mg Kinetine

mg GA

3
(6.13 gr KC10og4 = 50 mM)

in 1 liter agua dest

pH 5.

8r

autoclaveren

(Gibco)
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