Slutrapport for projektet " Introduktion af vildarts-funktionalitet i kartoffel”
maj — december 2007

Projektets mal er at generere kartoffellinier med nye specifikke stivelseskvaliteter
ved at benytte sig af vildartsvariation ved cellefusionsteknikken, hvilket er en
ikke-GMO teknik.

Normale foreedlede kartofler har fire genopsaetninger og er altsa tetraploider og
det er sveert at forsedle specifikke egenskaber direkte fra disse sorter. Dihaploide
S. tuberosum linier og diploide vildtype arter med kun to genopsaetninger er
blevet fremtaget med nye gnskede stivelses egenskaber. For dette formal findes
dihaploide og diploide foreedlingsmateriale fra det forrige KAF projekt. Disse kan
anvendes for at generere tetraploide somatiske hybrider med de gnskede
stivelseskvaliteter som kan videreforaedles til helt nye kartoffelsorter.

Partnerlinier for cellefusion:

Partner 1 Partner 2
05-IBI-14 05-1BX-02
05-IBX-11

05-IBX-20

05-1BZ-03

05-IBZ-18

05-IBM-11 05-IBN-03
05-IBM-19 05-IBN-04
05-IBN-06

Kontrol 1 Kontrol 2
90-0-16-11 88-0-05-08
88-0-07-09

| perioden er yderligere linier Kontrol 1 samt Kontrol 2, blevet inkluderet som
ekstra kontrol for at cellefusionsmetodiken er optimal.

| den forrige projektperiode (2006) har vi genereret fa celleklumpe, mikrokalli, fra
cellefusionsprodukter af en del af disse partnere. | det nuveerende projekt er
malsaetningen at der skal genereres stgrre maengde kallus samt skud og planter
fra disse kalli. Skud skal omgaende leveres i projektets slutfase til LKF for
opformering dyrkning.

Procedure og forlgb

Der er i perioden blevet foretaget 13 omgange cellefusionseksperimenter hvor et
antal par linje per eksperiment er blevet fusioneret. | alt 19 fusioner er blevet
foretaget i perioden. Kallus er blevet regenereret for de fleste af disse fusioner.
Typisk er der blevet genereret protoplaster fra 4-6 linjer / eksperiment og typisk
er der blevet fusioneret 2 par per eksperiment. Det er typisk blevet dannet 20 —
50 % intakte protoplaster. Mange af disse bliver gdelagt under den fglgende
procedure hvilket har mindsket udbyttet. Proceduren er derfor optimeret



undervejs for at gge udbyttet. Efter fusion registreres cellerne og fusionerede
celler identificeres. De genererede fusionsprodukter inkuberes pa flydende
medium i sma E-kolbe, medium er skiftet regulaert og kallusdannelse er
kontrolleret ved mikroskopi. Der er noget tab ved inficering med svampe eller
bakterier. Synlige kalli flyttes over til fast medium (agar plader) og udviklingen
falges ved mikroskopi. Denne procedure repeteres i nogle maneder. Hvert
fusionseksperiment er beskrevet i mere detalje for neden i bilag 1.

Typiske kalli er blevet fotograferet (se figurer, Bilag 2). Generelt klarer sig kallus
der er frit flydende i det flydende medium fint pa fast medium. Kallus der sidder
fast pa kanten pa kolben danner derimod ikke velformet kallus og kan ikke
bruges videre.

Der er i perioden genereret cirka 20 kalli med fornuftig facon. Disse inkuberes nu
pa regenereringsmedium. Kalli overlever generelt i flere uger pa fast medium
men vokser meget langsomt. Dette gaelder ogsa de kontrollinjer der er blevet
fusioneret. Der er blevet foretaget tests med forskellige media for at sgge lgse
dette problem. | den sidste periode er der blevet flyttet kallus over til skud
medium for at fa regenereret planter. Vi afventer resultater fra disse forsgg.

Detaljeret log over hvert eksperiment er beskrevet i Bilag 3.



Bilag 1

Partnere i fusions eksperimenter

(log for hele forsggsperioden med detaljeret information inkluderet alle fusioner
er bilagt (bilag 3)

Protoplaster lavet fra de fglgende partnere 30-05-07:

Partner 1 Partner 1 Partner 2 Partner 2
nyt navn nyt navn
05-IBI-14 22-1 05-1BZ-18 22-2
05-1IBM-11 22-3
90-0-16-11 22-5 88-0-07-09 22-6
Fglgende partnere er fusioneret:
22-1+ 22-2
22-3+22-4
22-5+ 22-6
Protoplaster lavet fra de fglgende partnere 19-06-07:
Partner 1 Partner 1 Partner 2 Partner 2
nyt navn nyt navn
05-1BI-14 25-4 05-1BZ-18 25-3
05-1BZ-03 25-2
05-IBX-20 25-1
90-0-16-11 25-6 88-0-07-09 25-5
Fglgende partnere er fusioneret:
25-1 + 25-4
25-2 + 25-4
25-3 + 25-4
25-5 + 25-6
Protoplaster lavet fra de fglgende partnere 17/7-07
Partner 1 Partner 1 Partner 2 Partner 2
nyt navn nyt navn
05-IBM-11 29-1 05-IBN-03 29-2
05-IBN-04 29-3
05-IBN-06 29-4
90-0-16-11 29-5 88-0-07-09 29-6
Problem med protoplastoprensning, ingen fusion.
Protoplaster lavet fra de fglgende partnere 23/7-07
Partner 1 Partner 1 Partner 2 Partner 2
nyt navn nyt navn
05-IBI-14 30-1 05-1BZ-18 30-2
05-1BZ-03 30-4
05-IBX-20 30-3
90-0-16-11 30-5 88-0-07-09 30-6

Fglgenden partnere er fusioneret:

30-1 + 30-2




30-5 + 30-6

Protoplaster lavet fra de fglgende partnere 13/08-07

Partner 1 Partner 1 Partner 2 Partner 2
nyt navn nyt navn
05-1BI-14 33-1 05-1BX-02 undladt
05-IBX-11 33-3
05-IBX-20 undladt
05-1BZ-03 33-2
05-1BZ-18 334
90-0-16-11 33-5 88-0-07-09 33-6
Ingen fusion
Protoplaster lavet fra de fglgende partnere 27/08-07
Partner 1 Partner 1 Partner 2 Partner 2
nyt navn nyt navn
05-IBM-19 undladt* 05-IBN-03 undladt*
05-1IBM-11 35-1 05-IBN-04 35-2
05-IBN-06 35-3
90-0-16-11 35-4 88-0-07-09 35-5
Ingen fusion
Protoplaster lavet fra de fglgende partnere 11/09-07
Partner 1 Partner 1 Partner 2 Partner 2
nyt navn nyt navn
05-1BI-14 37-1 05-I1BX-02 37-2
05-1BX-11 undladt
05-1BX-20 undladt
05-1BZ-03 undladt
05-1BZ-18 undladt
90-0-16-11 37-3 88-0-07-09 37-4
Fglgende partnere er fusioneret:
37-3+37-4
Protoplaster lavet fra de fglgende partnere 25/09-07
Partner 1 Partner 1 Partner 2 Partner 2
nyt navn nyt navn
05-1BM-19 39-1 05-IBN-03 39-3
05-1IBM-11 39-2 05-IBN-04 39-4
05-IBN-06 Undladt, darlige planter
90-0-16-11 39-6 88-0-07-09 39-5
Falgende partnere er fusioneret:
39-1+3
39-1+4

Protoplaster lavet fra de fglgende partnere 23-10-07:




Partner 1 Partner 1 Partner 2 Partner 2
nyt navn nyt navn
05-1BI-14 43-1 05-IBX-02 43-2
05-IBX-11 43-3
05-IBX-20 43-4
05-1BZ-03 43-5
05-IBZ-18 43-6
90-0-16-11 43-7 88-0-07-09 43-8
Fglgende partnere er fusioneret:
43-1 + 43-2
43-1 + 43-5
Protoplaster lavet fra de fglgende partnere 05-11-07:
Partner 1 Partner 1 Partner 2 Partner 2
nyt navn nyt navn
05-IBM-19 45-1 05-IBN-03 45-5
05-IBM-11 45-2 05-IBN-04 45-4
90-0-16-11 45-6 88-0-07-09 45-7
Felgende partnere er fusioneret:
45-1 + 45-3
45-2 + 45-4
Protoplaster lavet fra de fglgende partnere 19/11-07
Partner 1 Partner 1 Partner 2 Partner 2
nyt navn nyt navn
05-I1BI-14 47-1 05-IBX-02 A47-2
05-IBX-11 47-3
05-IBX-20 ikke planter nok.
05-1BZ-03 A7-4
05-IBZ-18 A7-5
90-0-16-11 A47-6 88-0-07-09 A7-7
Fglgende partnere er fusioneret:
47-1 + 47-2
47-1 + 47-4
47-6 + 47-7
Protoplaster lavet fra de fglgende partnere 03/12-07
Partner 1 Partner 1 Partner 2 Partner 2
nyt navn nyt navn
05-IBM-19 49-2 05-IBN-03 49-3
05-IBM-11 49-1 05-IBN-04 49-4
05-IBN-06 49-5
90-0-16-11 45-6 88-0-07-09 45-7
Ingen fusion
Protoplaster lavet fra de fglgende partnere 17/12-07
Partner 1 Partner 1 Partner 2 Partner 2
nyt navn nyt navn




05-1BI-14 51-1 05-IBX-02 51-2
05-IBX-11 51-3
05-IBX-20 51-4
05-1BZ-03 51-5
05-1BZ-18 51-6
90-0-16-11 51-7 88-0-07-09 51-8

Fglgende partnere er fusioneret:

51-7 +51-8




Bilag 2: Figurer

Figur 1. Fusioneree celler

Figur 2. Protoplastfusion den 30/5-07, billed taget den 19/9-07
Linier 05-IBI-14 + 05-I1BZ-18 (fri kallus)

Figur 3. Protoplastfusion den 30/5-07, billed taget den 19/9-07

Figur 4. Fusion 25-3+4, linie 05-1BZ-18 + 05-1BI-14.
Kallus m. vaeske spredt pa fast VKM i uge 41.






Bilag 3: Detaljeret Log for protoplastfusioner og veevskulturer
Protoplast fusion af hgjamylosekloner d. 30/5-07

Planterne er fra den 16/5-07, og har IKKE staet markt.

Partner | Partner Partner

Partner 1 1 2 2
nyt nyt
navn navn
05-IBZ-
05-IBI-14 22-1 18 22-2
05-IBM-
11 22-3
05-IBN-
04 22-4

Kontrol Kontrol Kontrol

Kontrol P1 | P1 P2 P2
nyt nyt
navn navn

90-0-16- 88-0-07-

11 22-5 09 22-6

Den 29-05-2007
Plantemateriale fra ovennaevnte linier, er hgstet, og sat pa rystebord.

Den 30-05-07
Protoplast isolering og fusion. Fusions parametre er fulgt

Linier der er fusioneret:

22-1+2
22-3+4
22-5+6

Den 12-06-07
Fusioner er overfart til 100 ml erlenmeyer kolber, og tilfgrt 10 ml VKM-medie (med 2,4D, NAA,

Zeatin og kul).
Alle er sat i klimakammer i underkeelder, pa rystebord - kraftig ryst, for
iltning.

Den 26-06-07

Udtaget 1 ml af hver fusion, og overfart til lille

petriskal.

Mikroskopi:

22-3+4: Sma celler der ligger sammen - ser godt ud. Begyndende kallusvaekst.

22-1+2: Cellerne ligger samlet - kallus vaekst.

22-5+6: Der er et slgr, som ligger over det hele, og beveeger sig - kontamineret - smidt ud.

Den 03-07-07
Mikroskopi:



22-3+4: Fine kallus, ser dog ud som om der er hyfer fra svamp.
22-1+2: Fine kallus, ser dog ud som om at der er hyfer fra svamp

Medieskift:
22-3+4: Kallus sedimenteret, medie suget fra, og tilsat 35 ml VKM-medie
22-1+2: Kallus sedimenteret, og medie suget fra, tilsat 35 ml VKM-medie.

Den 12-07-07

Mikroskopi:

22-3+4: Ser optimistisk ud
22-1+2: Ser ikke god ud

Den 06-08-07

Visuel bedgmmelse:

22-1+2: Der er kallus. Vaesken er uklar.
22-3+4: Der er kallus. Vaesken er uklar.

Medieskift:
22-1+2: Kallus sedimenteret, og 23 ml suget fra. Tilsat 23 ml VKM-medie.
22-3+4: Kallus sedimenteret, og 18 ml suget fra. Tilsat 18 ml VKM-medie.

Den 22-08-07

Mikroskopi:

22-1+2: Edderkop lignende veekst af celler - kallus.
22-3+4: Ogsa kallus vaekst.

Den 29-08-07

Medieskift:

22-1+2: 20 ml suget fra efter bundfeeldning. Tilsat 20 ml VKM**
22-3+4: 20 ml suget fra efter bundfeeldning. Tilsat 20 ml VKM**

Den 19-09-07
Der er taget billeder af kallus fra 22-1+2 og 22-3+4.

Den 25-09-07

Medieskift:

22-1+2: Efter sedimentering, er der suget 21 ml fra, og tilsat 21 ml VKM** medie.
22-3+4: Efter sedimentering, er der suget 20 ml fra, og tilsat 20 ml VKM** medie.

Den 10-10-07
Fusions kalli pa fast medie: VKM-medie, indhold og koncentration som i flydende VKM, og tilsat
2 g agar/250 ml.

22-1+2 0g 22-3+4:
Kallus er skrabet fra kanten af kolben, og overfart til fast VKM-medie.

Ligger p& mediet, med en stgrrelse pa 1 mm til 3 mm.

Sat i klimakammer, med en tyk serviet over.



Protoplast fusion af hgjamylosekloner d. 19/6-07

Planterne har staet i marke fra fredag til tirsdag.

Partner 1 Partner 1 Partner 2 Partner 2
nyt navn nyt navn
05-1BI-14 25-4 05-1BZ-18 25-3
05-1BZ-03 25-2
05-1BX-20 25-1
Kontrol P1 Kontrol P1 Kontrol P2 Kontrol P2
nyt navn nyt navn
90-0-16-11 25-6 88-0-07-09 25-5
Den 19-06-07

Plantemateriale fra ovennaevnte linier, er hgstet, tilsat enzymopl., og sat pa rystebord.

Den 20-06-07

Protoplast isolering og fusion. Fusionsparametre er fulgt.

Linier der er fusioneret:

25-1+4
25-2+4
25-3+4
25-5+6

Sat pa rystebord med stanniol over.

Den 25-06-07

Stanniol er fiernet fra petriskdle med fusioner, og tynd serviet, er lagt over.

Den 03-07-07
Mikroskopi:

25-3+4: Der er ikke s& mange celler
25-1+4: Der er ikke s& mange celler.
25-5+6: Der er ikke s& mange celler.
25-2+4: Der er ikke s& mange celler.

Fusioner overfares til 25 ml kolber:
Der er tilsat 1 ml VKM** til alle fusioner.

Kolberne er sat pa rystebord i klimakammer.

Den 12-07-07
Mikroskopi:

25-3+4: Flere celler!!
25-1+4: Meget tynd.
25-5+6: Ser god ud.

25-2+4; Tynd.




Den 25-07-07
Tilsat 500 pl VKM** til 25-1+4, pga udtgrring.

Den 06-08-07
Der er kallus i 25-2+4, 25-3+4, 25-5+6.

Medieskift:

25-1+4: Tilsat 4 ml VKM-medie.

25-2+4: 0,8 ml suget fra, tilsat 4 ml VKM medie.
25-3+4: Tilsat 4 ml VKM medie.

25-5+6: Tilsat 4 ml VKM medie.

Kolber atter sat i klimakammer, pa rystebord.

Den 29-08-07

Medieskift:

25-3+4: 3,5 ml suget fra efter bundfeeldning. Tilsat 4 ml VKM**,
25-2+4: 3 ml medie suget fra efter bundfeeldning. Tilsat 4 ml VKM**,
25-5+6: 4 ml medie suget fra eft. bundf. Tilsat 5 ml VKM**,

25-1+4: 2 ml medie suget fra efter bundf. Tilsat 4 ml VKM**,

Kolber atter sat i klimakammer pa rystebord.

Den 19-09-07
Der er taget billeder af kallus.

Den 25-09-07

Medieskift:

25-2+4: Suget 3 ml medie fra, tilsat 4 ml VKM**,
25-3+4: Suget 3 ml medie fra, tilsat 4 ml VKM**,
25-1+4: Suget 3,5 ml medie fra, tilsat 4,5 ml VKM**,
25-5+6: Suget 4,5 ml fra, tilsat 5,5 ml VKM**,

Den 10-10-07
Fusions kalli pa fast medie: VKM-medie, indhold og koncentration som i flydende VKM-medie,
og tilsat 2 g agar/250 ml.

25-2+4 og 25-5+6:
Kallus er skrabet fra kanten af kolben, og fart over pa fast VKM-medie. Kallus pa 1-2 mm, og
derunder.

25-1+4 og 25-3+4:

Kallus er skrabet fra kanten af kolben, og fart over pa fast VKM-medie.

Kallus pa 1 mm og derunder.

Ogsa suget lidt kallus fra oplgsningen, og spredt ud pa det faste medie (meget sma kallus som
er sveere at se).

Petriskalene er sat i klimakammer, med stanniol under sig, og tyk serviet over.



Protoplast fusion af hgjamylosekloner d. 17/07-07

Partner 1 Partner 1 Partner 2 Partner 2
nyt navn nyt navn
05-IBM-11 29-1 05-IBN-03 29-2
05-IBN-04 29-3
05-IBN-06 29-4
Kontrol P1 Kontrol P1 Kontrol P2 Kontrol P2
nyt navn nyt navn
90-0-16-11 29-5 88-0-07-09 29-6

Planterne er stressede : de har gule blade, og bladene falder af.
Den eneste plante der er paen, med grgnne blade, er 88-0-07-09.

Et bud pa planternes tilstand, er at de har staet i mgrke pa lab-kontor, og at de har staet for varmt.
Fremover seettes de i klimakammer, med seek over.

Planterne har stdet i marke i 3 dage, hgstet, og tilsat 10 ml enzymoplgsning.

Mikroskopi far fusion, d. 18/7-07:

Der er masser af protoplastre i alle petriskalene

Visuel vurdering:

De fleste har en lidt grumset grgn farve.
88-0-07-09 har en klar grgn farve.

Isolering af protoplastre:

Efter 2. centrifugering, er der intet band. Det hele er bundfaeldet. Der er en svag grgn-farvning i top-
pen, som er fart videre til 3. centrifugering.

Efter 3. centrifugering, hvor protoplasterne skulle ligge i bunden af raret, er der intet.

Fusionen er standset.

Konklusion:

Der var celler efter dag 1, men de celler der var, er alle spraengt.

Et bud kan veere, at planterne var i darlig stand, pga. af for meget varme.
Fremover skal planterne sta i klimakammer ved marklaegning.



Protoplast fusion af hgjamylosekloner d. 23/7-07

Planterne har staet i marke fra fredag til mandag.

Partner 1 Partner 1 Partner 2 Partner 2
nyt navn nyt navn
05-I1BI-14 30-1 05-1BZ-18 30-2
05-1BZ-03 30-4
05-IBX-20 30-3
Kontrol P1 Kontrol P1 Kontrol P2 Kontrol P2
nyt navn nyt navn
90-0-16-11 30-5 88-0-07-09 30-6

Planterne ser friske ud, med grgnne blade.

Efter hgst og udskeering, er der tilsat 10 ml enzymblanding.
Petriskalene er sat, pa rystebord.

Den 24/7-07

Mikroskopi:
Der er mange protoplastre i alle skéle.

Isolering af protoplastre:

Efter 2. centrifugering, er bandene diffuse.
Det diffuse er afpippeteret, og fart videre til 3. centrifugering.

De sedimenterede protoplastre, er genoplgst i 250 pl 0,5 M Mannitol.

Fglgenden partnere er fusioneret:

30-1 + 30-2
30-5 + 30-6

Fusionsparametre er fulgt.
Efter fusion, er der tilsat 500 pl VKM medie.

30-1+2, 30-5+6 og 30-6 (uden strgm), er sat pa rystebord, svag rysten og i mgrke.

25-07-2007



Fusionerne er nu 1 dag gammel.

Mikroskopi:

30-1+2: Der er celler der er smeltet sammen, og celler der ligger enkeltvis.
30-5+6: Der er celler der er smeltet sammen, og celler der ligger enkeltvis.

06-08-2007

Mikroskopi:

30-1+2: Kallus dannelse.
30-5+6: Enkelte kallus dannelser.

Til kolber:
Fusionerne er overfart til 25 ml kolber, og tilsat 3 ml VKM**,
Kolberne er sat i klimakammer, pa rystebord, med omdr. pa 130.
20-08-2007
30-1+2 er kontamineret, og kasseret.
22-08-2007
30-5+6 og 30-6, er helt klare. Der er ingen bundfald. Taget lille mgd. Ud til mikroskopi.

Mikroskopi:

Der er ingen kallusdannelse.

29/8, 25/9, 31/10, 5/12-07 og 2/1-08 er der skiftet medie.

16/1-08, LH



Protoplast fusion af hgjamylosekloner d. 13/08-07

Partner 1 Partner 1 |Partner 2 |Partner 2

nyt navn nyt navn

05-1BI-14 33-1 05-IBX-02 |undladt, skal opformeres
05-IBX-11 [33-3

05-IBX-20 |undladt, skal opformeres
05-IBZ-03 [33-2

05-IBZ-18 |33-4

Kontrol P1 |Kontrol P1 |Kontrol P2 |Kontrol P2
nyt navn nyt navn

90-0-16-11 [33-5 88-0-07-09 |33-6

Planterne er 4 uger gamle.
Har stdet i marke i 3 dage.

33-1: Meget gragnne blade, frisk.

33-2: Brunlige og mgrke grgnne blade.
33-3: Grgnne blade.

33-4: Bladene er granne, gullige og radlige.
33-5: Lysegrgnne blade.

33-6: Grgnne blade.

Bladene er hgstet, skaret og tilsat 10 ml enzymblanding.
Skalene er sat pa rystebord.

14-08-2007
Visuel:
Der ligger kun en lille planterest, i hver skal. Det meste er vaek.

Mikroskopi:

33-1: Der er en del organeller, ser ud til at de fleste celler er spraengt.
33-2: Der er en del organeller, ser ud til at de fleste celler er spraengt.
33-3: Der er protoplaster.

33-4: Der er protoplaster.

33-5: Der er protoplaster.

33-6: Der er masser af protoplaster.



Fusion:

Ved fgrste centrifugering, opstod der en pause pa 1 time - centrifugen virkede ikke.
Efter at have skilt centrifuge ad, og renset og smurt den, kagrer den igen.

Efter 2. centrifugering, er der ingen band. Der er udtaget en mgd.af vaesken, og grent fnuller
pa siden af rgret i midten, til mikroskopi.

Mikroskopi viser ingen hele celler.
Fusionen er standset

Da der ved mikroskopiering, far filtrering og centrifugering, heller ikke sa ud til at veere ret mange
celler, er der gaet noget galt dag 1?

Det kan evt. vaere enzymblandingen. Kan se ud fra Pers rapporter, at det er vigtigt at bruge
Cellulase YC fra Karlan, evt. Pectolysase Y 23 og Macerozym R10 fra Duchefa. Dette er bestilt -

og jeg laver en ny enzymblanding.

17/1-08, LH



Protoplast fusion af hgjamylosekloner d. 27/08-07

Partner 1 |Partner 1 |Partner 2 |Partner 2

nyt navn nyt navn

05-IBM-19 | undladt* |[05-IBN-03 [undladt*
05-IBM-11 |35-1 05-IBN-04 |35-2
05-IBN-06 |35-3

Kontrol P1 [Kontrol P1|Kontrol P2|Kontrol P2
nyt navn nyt navn

90-0-16-11 (35-4 88-0-07- |35-5
09

Undladt*; Disse planter er undladt, da de skal opformeres.

Planterne er 4 uger gamle.
Planterne har stdet i marke i 3 dage.

Bladene er hgstet, og tilsat enzymblanding.

OBS! Der er lavet en ny enzymblanding, med nye enzymer, den 22/8-07.

28-08-2007

Bladende har nu staet pa rystebord natten over, med enzymblanding.
Visuel:

35-1: Frisk grgn, en smule planterest tilbage.

35-2: Grgn-brun. En smule planterest tilbage.

35-3: Grgn- brun. En smule planterest tilbage.

35-4: Grgn, lidt planterest tilbage.
35-5: Frisk mark grgn. Lidt plante rest tilbage.

Mikroskopi:

35-1: Mange protoplastre.

35-2: Protoplastre.

35-3: En del protoplastre

35-4: Celler er spreengte.

35-5: Protoplastre.

Fusion:

Protoplastre er sigtet, vasket og centrifugeret.
Efter 2. centrifugering, er der intet band.

Fusionen er standset.

Vi skal checke op pa enzymoplgsningen og 0,5 M Mannitol.

17/1-08,
LH



Protoplast fusion af hgjamylosekloner d. 11/09-07

Partner 1 Partner 1 Partner 2 Partner 2
nyt navn nyt navn
05-1BI-14 37-1 05-1BX-02 37-2
05-IBX-11 undladt
05-IBX-20 undladt
05-1BZ-03 undladt
05-1BZ-18 undladt
Kontrol P1 Kontrol P1 Kontrol P2 Kontrol P2
nyt navn nyt navn
90-0-16-11 37-3 88-0-07-09 37-4

Planterne er 4 uger gamle.
De har staet i marke i 1 dag.

Der er lavet ny enzymoplgsning med MES og CPW, og ny 0,5 M Mannitol med CPW.

Fra 37-1 og 37-2 er der hgstet blade, skaret i stykker i 0,5 M Mannitol+CPW, Mannitol er suget

fra, og herefter er der tilst ny enzymblanding.
Skalene er sat pa rystebord - OBS! - skal ryste meget svagt!

Efter 1 1/2 time er der kommet protoplaster. Der er stadig en del planterester tilbage.

Isolering af protoplaster startes - efter 2. centrifugering, er der et band midt i raret - og ved mikro-

skopi ses der protoplastre.

Jeg har valgt at stoppe her, der er ikke nok at ga videre med.

En ny portion saettes over, som skal st& natten over.
37-3 og 37-4.

Bladene er skaret i Mannitolen, Mann. er suget fra, og enzymbl. Tilsat.
Skalen er sat pa bordet, dvs. ingen rysten/de har staet stille natten over.

12-09-2007

Skalene har nu stdet natten over.

Mikroskopi:

37-3: Over 50 % protoplastre.




37-4: Over 50 % protoplastre.
Efter 1 1/2 time svag rysten:

37-3: Over 50 % protoplastre - som far.
37-4: Over 50 % protoplastre - som far.

Fusion:

Efter 2. centrifugering, er der et band i begge rer - 37-3 og 37-4. Bandet sidder ca 1 cm nede i
vaesken.

Bandet er fart videre til sidste centrifugering, og de sedimentered protoplastre er genoplgst i 250 pl
0,5 M Mannitol.

Fglgende partnere er fusioneret:

37-3+ 37-4

Fusionsparametre er fulgt.

Apparater siger "overload" midt i fusionen, trykker AC-on, fusion fortseetter, og til sidst siger app.

"fusion completed".

37-3+4 er fart over i petriskal og tilsat 1000 pl VKM.

Fusion er sat pa rystebord, svag rysten i marke.
17-09-2007

Mikroskopi:

Koncentrationen af celler er tynd. Der er hele celler.

Tilsat 3 ml VKM*, og overfart til stgrre petriskal.
25-09-2007

Fusion er nu 14 dage gammel.

Mikroskopi:

Der er meget fa celler.

Fusion er overfart til kolbe, og tilsat 4 ml VKM**,

Sat i klimakammer, pa rystebord.

05-12-2007



Medieskift:

Medie suget fra, tilsat 4 ml VKM**
02-01-2008

Medieskift:

Medie suget fra, tilsat 4 ml VKM**

17/1-08, LH



Protoplast fusion af hgjamylosekloner d. 25/09-07

Partner 1

Partner 1
nyt navn

Partner 2

Partner 2
nyt navn

05-1BM-19
05-1BM-11

39-1
39-2

05-1BN-03
05-IBN-04
05-IBN-06

39-3
39-4

undladt - planterne sa ikke godt ud.

Kontrol P1

Kontrol P1
nyt navn

Kontrol P2

Kontrol P2
nyt navn

90-0-16-11

39-6

88-0-07-09

39-5

Den 21-09-07
Planterne er placeret i marke.

Den 24-09-07
Plantemateriale fra ovennaevnte linier, er hgstet, og sat pa rystebord - meget svag rysten.

Den 25-09-07

Mikroskopi:

39-1: Der er mange protoplastre, mere end 50 %. Ogsa nogle rade.
39-2: Mange protoplastre, mere end 50 %.

39-3: Protoplastre, ca 50 %.

39-4: Protoplastre. Lidt mere end 50 %.

39-5: Mange protoplastre. Mere end 50 %.

39-6: Protoplastre, lidt mere end 50 %.

Isolering af protoplastre:

39-1 har magrkegrgnt band pa 0,5 cm, gverst i ragret.

39-2 svagt markere grgnt band pa 0,3 cm, gverst i reret.

39-3: ingen band gverst i rgr, antydning af svagt band laengere nede i rar.

39-4: Ingen band - der sidder noget "fnuller" op ad kanten, som afpippeteres.

39-5: Antydning af band nede i rgret, som afpippeteres.

39-6: Meget svag antydning af band nede i rgret ved 3-4 ml meerket, som afpippeteres.

Fusioneret:

39-1+3
39-1+4

Fusionsparametre er fulgt, og der er tilsat 1 ml VKM, og fusioner er overfert til lille petriskal.

Mikroskopi 1 time efter fusion:




39-1+3: Masser af protoplastre, over 50 %.
39-1+4: Masser af protoplastre, over 50 %.

Den 08-10-07

Fusionerne er nu 2 uger.

Mikroskopi:

39-1+4: Der er ca. 50 % hele protoplastre.

39-1+3: Vaesken er meget teet, koncentreret med celler, der er i vaekst - kallus
Den 09-10-07

Fusioner er overfart til kolber, og sat i underkaelder pé rystebord.
Den 29-10-07

Mikroskopi:

39-1+4: Koncentration af kallus tynd, enkelte samlinger af kallus.
39-1+3: Veesken er koncentreret af celler i veekst - kallus vaekst.
Den 31-10-07

Veeske med kallus overfgrt til fast VKM medie.

Der er taget billeder af kallus pa fast medie.

05-12-2007

Medieskift:

Der er suget medie fra, og tilsat VKM** til 39-1+3, 39-1+4, 39-5+6.

Fast VKM medie:

39-1+3: Der er overfart 2 kalli - ca. 1/2 mm til fast medie. Den ene kallus er gullig, den anden er gra.
(det kan veere kul+agar).

02-01-2008
Medieskift:
Der er suget medie fra, og tilsat VKM**, til de 3 fusioner.

17-01-2008, LH



Protoplast fusion af hgjamylosekloner d. 23/10-07
Partner 1 Partner 1 Partner 2 Partner 2
nyt navn nyt navn
05-1BI-14 43-1 05-1BX-02 43-2
05-IBX-11 43-3
05-1BX-20 43-4
05-1BZ-03 43-5
05-1BZ-18 43-6
Kontrol P1 Kontrol P1 Kontrol P2 Kontrol P2
nyt navn nyt navn
90-0-16-11 43-7 88-0-07-09 43-8

Planterne har stdet i marke i 3 dage, i dagslys 1 dag, og derefter hgstet, og skaret i sma stykker.

05-IBX-02 har flere visne blade, 05-IBX-20 har en del visne blade.
De andre planter har friske blade.

24-10-2007
De udskarne blade, har stdet med 10 ml enzymblanding, natten over, pa rystebord, svag ryste.

Mikroskopi:

43-1: Masser af protoplaster, over 50 % intakte
43-2: Masser af protoplaster, over 50 % intakte
43-3: Masser af protoplaster, over 50 % intakte
43-4: Protoplaster, ca. 50 %. intakte

43-5: Masser af protoplaster, over 50 % intakte
43-6: Masser af protoplaster, over 50 % intakte
43-7: Masser af protoplaster, over 50 % intakte
43-8: Masser af protoplaster, over 50 % intakte

Fusionen:

Efter 2. centrifugering, var der ingen tydelige band nogle af rgrene.

Der var lidt diffust band pa nogle, pa andre var der intet.

Afpippetteret fra toppen af rarene, og det diffuse granne, til naeste centrifugering.

Efter sidste centrifugering s& det sadan ud:

43-1: Tilsat 500 pl 0,5M Mannitol til de sedimenterede protoplastere.
43-2: Tilsat 250 pl 0,5M Mannitol til de sedimenterede protoplastere.



43-3: Kasseret, intet bundfald.
43-4: Kasseret, intet bundfald.
43-5: Tilsat 750 pl 0,5M Mannitol til de sedimenterede protoplastere.
43-6: Kasseret, intet bundfald.
43-7: Kasseret, intet bundfald.
43-8: Tilsat 500 pl 0,5M Mannitol til de sedimenterede protoplastere.

Mikroskopi af 43-1, 43-2, 43-5, 43-8:
Der er ca. 10 % intakte protoplaster af hver linie.

Fglgende partnere er fusioneret:

43-1+43-2
43-1 + 43+5

Fusionsparametre er fulgt.
Efter fusion, er der tilsat 500 pl VKM.

Mikroskopi efter fusion:

43-1+2: ca. 10 % intakte protoplaster. (umiddelbart ingen sammensmeltede)
43-1+5: ca. 30 % intakte protoplaster. (umiddelbart ingen sammensmeltede)

43-5: (ingen strgm) ca. 30 % intakte protoplaster.

Petriskalene er sat pa rystebord, svag rysten, i marke.

29-10-2007
Fusionen har nu stdet 1 uge pa rystebord i mgrke.

Mikroskopi:

43-1+2: Over 50 % intakte celler. Der er enkelte samlinger af celler, - kallus.
43-1+5: Ca. 30 % intakte celler.

Tilsat 1 ml VKM* til alle skale.

07-11-2007
Fusionen er nu 2 uger gammel.

Mikroskopi:

43-1+2: Der er en del samlinger af kallus. 4 - 5 kalluser som kan ses med det blotte gje.



43-1+5: Der er mange celler, og en smule kallus.

Til fast VKM-medie:

Draber med 4-5 kallus ( 0,5 mm i diameter ) er overfgrt til fast VKM- medie.
Til kolber:

43-1+2, er overfart til 25 ml kolbe, og tilsat 6 ml VKM**

43-1+5, er overfart til 25 ml kolbe, og tilsat 6 ml VKM**

43-5, er overfart til 25 ml kolbe, og tilsat 6 ml VKM**

Kolberne er sat i klimakammer, p& rystebord, med omdr. pa 130.

02-01-2008

Til fast VKM-medie:

43-1+2: Der er overfart materiale til 3 skale: Draber, kallus skrab fra kant af kolbe, og kallus.

Foretaget medieskift:

Alle 3 kolber er der suget medie fra, og tilsat 4 ml VKM**,

15/1-08,
LH



Protoplast fusion af hgjamylosekloner d. 05/11-07

Partner 1 Partner 1 Partner 2 Partner 2
nyt navn nyt navn
05-IBM-19 45-1 05-IBN-03 45-5
05-IBM-11 45-2 05-IBN-04 45-4
05-IBN-06 45-3
Kontrol P1 Kontrol P1 Kontrol P2 Kontrol P2
nyt navn nyt navn
90-0-16-11 45-6 88-0-07-09 45-7

Planterne er 6 uger gamle.

De har staet i marke i 3 dage.

45-1: Mange blade er helt lysegule.

45-2: Planten har visne blade, de hgstede blade er grgnne.
45-3: Planten har mange visne blade.

45-4:; Planten har mange visne blade.

45-5:; Planten har mange visne blade.

OBS! Planterne er generelt darlige efter de har staet i 6 uger.
De skal sta i 4 uger fremover, nar de skal hgstes til fusion.

Bladende er skaret, og tilsat 10 ml enzymblanding. Sat pa rystebord, svag rysten.

06-11-2007

Bladende med enzymblanding, har stdet natten nover.

Mikroskopi:

45-1: Der er protoplaster, ca. under 30 % er intakte.
45-2: Der er protoplaster, ca. 30 - 40 % er intakte.
45-3: Der er protoplaster, ca. under 20 % er intakte.
45-4: Der er protoplaster, ca. 30 - 40 % er intakte.
45-5: Der er protoplaster, ca. 30 % er intakte.

45-6: Der er protoplaster, ca. 40 % er intakte.

45-7: Der er protoplaster, ca. 40 - 50 % er intakte

Fusion:
45-5, 45-6, 45-7 er kasseret, da der ikke var nogen protoplaster der var sedimenteret.

De sedimenterede protoplaster 45-1, 45-2, 45-3 og 45-4, er genoplgst i 250 pl 0,5 M Mannitol.



Mikroskopi:

45-1: over 50 % intakte protoplaster.

45-2: under 30 % intakte protoplaster.

45-3: under 30 % intakte protoplaster.

45-4: meget, meget tynd. Under 10 % protoplaster.

Fglgende partnere er fusioneret:

45-1 + 45-3
45-2 + 45-4

Fusionsparametre er fulgt.
Til begge fusioner et der tilsat 500 pl VKM, og overfart til petriskal.

Mikroskopi:

45-1+3: Oplgsningen er teet af celler, ca. 20 % er intakte protoplaster. Sveert at f gje pa sammen-
smeltede celler - der er dog et par stykker.

45-2+4: Meget tynd oplgsning. Under 10 % intakte protoplaster. Der er ingen der er
sammensmeltede.

Petriskale er sat pa rystebord, svag rysten.
07-11-2007

Fusion er 1 dag gammel. Til begge fusioner er der tilsat 500 pl VKM*,
21-11-2007

Fusionerne har nu staet i 14 dage pa rystebord, og gendannet cellemembranen.

Mikroskopi:

45-1+3: Der er kallus, og masser af celler.
45-2+4: Der er fa celler.

Fusionerne er overfart til kolber, og tilsat 5 ml VKM**,

Kolberne er sat i klimakammer pa rystebord, med 130 omdr.
02-01-2008

Medieskift:

Der er suget medie fra begge fusioner, og tilsat 4 ml VKM** til begge.

10-01-2008
45-2+4 er kontamineret, og kasseres. 15/1-08, LH



Protoplast fusion af hgjamylosekloner d. 19/11-07

Partner 1 Partner 1 |Partner 2 |Partner 2
nyt navn nyt navn

05-1BI-14 | 47-1 05-IBX-02 (47-2
05-1BX-11 (47-3
05-IBX-20 |undladt, ikke plantemateriale nok.
05-1BZ-03 |47-4
05-IBZ-18 |47-5

Kontrol P1 |Kontrol P1 |Kontrol P2 [Kontrol P2
nyt navn nyt navn

90-0-16-11 |47-6 88-0-07-09 |47-7

Planterne er 4 uger gamle.
De har staet i mgrke i 3 dage.
Alle planter ser fine ud.

Planterne er skéret oq tilsat enzymblanding:

47-1: 10 ml enzym
47-2: 5 ml enzym

47-3: 8 ml enzym

47-4: 10 ml enzym
47-5: 10 ml enzym
47-6: 10 ml enzym
47-7: 10 ml enzym

20-11-2007

De udskarne blade med enzymblanding, har staet natten over.

Mikroskopi:

47-1: Masser af protoplastre, over 50 %.
47-2: Protoplastre, ca 30 %.

47-3: Masser af protoplastre, ca 50 %.
47-4: Protoplastre, ca. 30-40 %.

47-5; Masser af protoplastre, over 50 %.
47-6: Protoplastre, ca. 30 %.

47-7: Protoplastre, ca. 40 %.




Fusion:

Efter 3. centrifugering, er der diffuse band.
Disse er afpippeteret, og fart videre til sidste centrifugering.

Efter sidste centrifugering ser det saledes ud:

47-2 og 47-3 kasseres, da der naesten ingen protoplastre var sedimenteret, og der kun lige
er nok af 47-1, til at dele ud til 2 rar.

47-1: Tilseettes 500 ul 0,5 M Mannitol.
47-4; Tilseettes 500 ul 0,5 M Mannitol.
47-5: Tilseettes 500 pl 0,5 M Mannitol.

47-6: Tilseettes 250 ul 0,5 M Mannitol.
47-7: Tilseettes 250 ul 0,5 M Mannitol.

Fglgende partnere er fusioneret:

47-1 + 47-2
47-1 + 47-4
47-6 + 47-7
Fusionsparametre er overholdt.

Efter fusion, er der tilsat 500 pl VKM til 47-1+2 og 47-1+4. Til 47-6+7 er der tilsat 1 ml VKM.

Fusioner i petriskale, er sat pa rystebord, svag rysten, i mgrke.

21-11-2007
Fusion er 1 dag gammel.

Mikroskopi:

47-1+2: Der er protoplastre, koncentration er tynd.
47-1+4: Der er protoplastre, koncentration er tynd.
47-6+7: Der er protoplastre.

Tilsat 250 pl VKM* til alle fusioner. Og atter pa rystebord.

05-12-2007

Fusionerne har staet 14 dage pa rystebord, og gendannet cellemembranen. Er nu klar til at komme
i kolber.



47-1+4: Der er kallus. Overfgrt til 25 ml kolbe, og tilsat 6,5 ml VKM**
47-1+2: Der er kallus. Overfart til 25 ml kolbe, og tilsat 6 ml VKM**,
47-6+7: Der er kallus. Overfart til 25 ml kolbe, og tilsat 6 ml VKM**,

Kolberne er sat i klimakammer, ved omdr. pa 130.

02-01-2007
47-6+7 er kontamineret og kasseret.
Medieskift:

Der er suget medie fra begge fusioner, og tilsat 4 ml VKM** til begge.

15/1-08, LH



Protoplast fusion af hgjamylosekloner d. 03/12-07

Partner 1 Partner 1 Partner 2 Partner 2
nyt navn nyt navn
05-IBM-19 49-2 05-IBN-03 49-3
05-IBM-11 49-1 05-IBN-04 49-4
05-IBN-06 49-5
Kontrol P1 Kontrol P1 Kontrol P2 Kontrol P2
nyt navn nyt navn
90-0-16-11 45-6 88-0-07-09 45-7

Planterne er 4 uger gamle.
De har staet i marke i 3 dage.

49-1: Planten har grgnne blade

49-2: Planten har grgnne, gule og radlige blade.

49-3: Plante har meget fa, sma blade.

49-4: Meget lidt plantemateriale. Nogle blade er visne.
49-5: Plante har grgnne, lysegrgnne, gullige og rgde blade.
49-6: Plante har grgnne blade.

49-7: Plante har grgnne blade.

Bladene er skéret og tilsat enzymblanding.
04-12-2007

Petriskalene med blade og enzymblanding, har nu stdet natten over.

Mikroskopi:

49-1: Ca 30 - 40 % protoplaster.
49-2: Ca. 30 % protoplaster.
49-3: ca. 30 - 40 % protoplaster.
49-4: Ca. 30 % protoplaster.
49-5: Ca. 30 % protoplaster.
49-6: Ca. 30 - 40 % protoplaster.
49-7: Over 50 % protoplaster.

Fusion

Efter 3. centrifugering, er der nogle meget svage band, og grent fnuller langs siden af rarene.
Dette er afpippetteret, og fart videre til sidste centrifugering.

Der er taget en prgve ud af de sedimenterede protoplastre, og kigget pa dem i mikroskopet.
Der var ingen hele protoplastre, de var alle spreengte.

Fusionen er standset. 16/1-08, LH



Protoplast fusion af hgjamylosekloner d. 17/12-07

Partner 1 Partner 1 Partner 2 Partner 2
nyt navn nyt navn
05-IBI-14 51-1 05-1BX-02 51-2
05-1BX-11 51-3
05-1BX-20 51-4
05-1BZ-03 51-5
05-1BZ-18 51-6
Kontrol P1 Kontrol P1 Kontrol P2 Kontrol P2
nyt navn nyt navn
90-0-16-11 51-7 88-0-07-09 51-8

Planterne er 4 uger gamle.
De har_ikke staet i marke.

51-1: Plante har grgnne blade. Tilsat 10 ml enzymblanding.

51-2: Skravlet plante, ikke s& meget materiale. Tilsat 5 ml enzymblanding.
51-3: Sma planter, ikke s& megewt materiale. Tilsat 7 ml enzymbl.

51-4: Grgnne blade. Tilsat 10 ml enzymblanding.

51-5: Plante har grgnne, gule og rgde blade. Tilsat 8 ml enzymbl.

51-6: Plante har mange grenne blade, fa rgde og gule. Tilsat 10 ml enzymbl.
51-7: Plante har grgnne blade. Tilsat 10 ml enzymbl.

51-8: Plante har grgnne blade. Tilsat 10 ml enzymbl.

18-12-2007
Skalene med de afskarne blade ofg enzymopl. Har staet stille natten over.
Visuelt:

Der er en del planterest tilbage i skalene.

Mikroskopi:

51-1: Over 50 % protoplastre.

51-2: Koncentrationen er meget tynd, under 50 % protoplastre.
51-3: Ca. 50 % protoplastre.

51-4: Over 50 % protoplastre.

51-5: Koncentrationen er tynd, under 50 % protoplastre.

51-6: Over 50 % protoplastre.

51-7: Ca. 50 % protoplastre.

51-8: Ca. 50 % protoplastre.

Fusionen:

Da en stor del af protoplasterne ved de tidligere fusioner, er gaet istykker under protoplastisoleringen



,- herunder handteringen og centrifugeringen - prgver vi denne gang med en ny fusionsprocedure.

| denne procedure er handteringen forenklet, dvs. feerre afpippeteringer og feerre centrifugeringer
(se ny procedure vejledning, fra den -dato-).

Efter 1. centrifugering, er der tydeligt bdnd p& ca. 3 mm, pa 51-4
51-7 og 51-8, har ogsa et band pa ca 1 mm i toppen.

Efter 2. centrifugering, er der ikke nok sedimenterede protoplastre af 51-1, til at arbejde videre med.
Da 51-1 skal fusioneres med 51-2, 51-3, 51-4, 51-5 og 51-6, er disse ngdt til at kasseres.
51- 7 og 51-8 er genoplgst i 250 pl 0,5 M Mannitol.

Fglgende partnere er fusioneret:

51-7 +51-8

Fusionsparametre er fulgt.

Efter fusion af 51-7+8, er der tilsat 1 ml VKM.

Mikroskopi:

51-7+8: Flere protoplastre er smeltet sammen.

Sat pa rystebord, svag rysten, i mgrke.
19-12-2007

51-7+8: Tilsat 500 pl VKM*

02-01-2008
Mikroskopi:
51-7+8: Tynd koncentration af celler. - umiddelbart ingen kallus.
Fast VKM:
Der er overfart 2 draber til fast VKM medie af 51-7+8
Til kolbe:

51-7+8 er overfart til 25 ml kolbe, og tilsat 4 ml VKM**. Kolben er sat i klimakammer, pa rystebord,
med omdr. pa 130.

16-01-2008



