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　Abstract : In diploid and autotetraploid Rengei calluses were formed from anther wall ｃｅ!Is

and plants were differentiated from these calluse?sby °eans of anther cultui‘ｅ.This paper reports

the process of callus formation, root and shoot differentiation, the culture condition used to

obtain plants and the character of the plants resulting from the anther culture.(1) Anther from

the tetrad to uninuclear pollen stage were aseptically explanted on agar slant medium which

contained　1×10“5 mol of kinetin and　1 ×10-５mol of naphthalene acetic acid（ＮＡＡ）in addition

to Murashige ＆　Skoog's basal medium. Pale yellowish calluses were readily obtained from

anthers about 7 days after explanting. Roots and shoots were differentiated about 40 days after

explanting and their process was quite like the seed germinE!tior!process. (2) The highest degree

of callus formation and root differentiation in diploid and autotetraploid plants was induced on ａ

mediun! containing 1×10リｍｐｌof NAA. The highest degree of shoot differentiation was on ａ

medium containing 1×10-’７mol of NAA for diploid and on a medium containing １×10一石mol of

NAA for autotetraploid. (3)Obtaining ａlarge number of plants, it was desirable that calluses be

formed ｉｍｎ!ediatelyon ａ medium containing　1×10-5 mol of NAA, therefore calluses were trans-

planted on ａ medium containing １×10-６mol or　1×10-７mol of NAA to promote root and shoot

differentiation and plants were grown vigorously on the hormonfree medium. (4) In order to

induce haplpid plants of Renge from the anther culture, studies of the basal medium, and the

kindsj concentration, and ｍｉχturesof growth hormons were needed. (5)A diplod plant (2n=16),

two tetraploid plants (2 n = 32) and an aneuploid plant ( 2 n = 30) were obtained from this experi-

merit. It was interesting that the size of guard cellsin aneuploid plant resembled these in diploid

plant more than these in tetraploid plants. Also, both pollen and seed fertilitywere a littlehigher

in　aneuploid plant and in one of the tetraploid plants than in the colchcine induced tetraploid

plants.

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　緒　　　　　言

　GuhaとMaheshwari'･2'は1966年にＴ)ａtｕｒａの荊培養によって，被子植物では始めて半数体の

育成に成功した。このような半数体は，染色体の倍加によって容易にホモ化出来，交雑育種の効率

向上に役立つ所が大きいため，その後極めて多数の植物で約培養が試みられた。示の結果，現在ま

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　¶　・　yF　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　I　●●　　　●
でに11種の植物で半数体の育成に成功している力迎，マメ科植物の成功例叫末だ見当らない。また

同質４倍体では各種の異数性花粉を生じるが，このような花粉より植物体を得ることが出来れば，
１　・　　　　　　　　　　　　　　φ　　●　ｉ　甲　　　　・　／ｓ　・ ｊΓΦＦ　　●●Ｆ　　　　　　ゝ●　Ｌ　　ｊ　　　　ｌ　●
多数の各種異数体を¬一挙に得ることか出来，遺伝育種学的研究材料として役立つ所が大きいと思わ
ｗ●ａ　　　　●Ｉ　　　●　　　　　　　　　　　　Ｆ　　●゜｢　　　　　　　。　　　　　　　　　　●¶
れる。しかし，従車このような誤夕もなされていない・　　　　　　　　　　　　　　　　　，

　以本の現状にもとづき，竿者らはレングの？憐体および同質４倍鉢幸用い７御培養を行って来

た。その結果末だ所期の目的を滓成する軋でに到っていない鳩萄壁細聊力嘔のカルス形成および
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植物体の分化に成功した。本報告は，それらの結果の概要を述べたものである。

　　　　　　　　　　　　　　　　　材料および方法

　材料にはレングの２倍体（ＡｓtｉａｇａｌｕｓｓｉｎｉｃｉｉｓL. 2n=16)と同質４倍体（2n＝32）を供試し

た。これらの供試系統は，当研究室で岐阜大晩生種より育成され, 1956年以後自殖を重ねた固定系

統である。培地は, Murashige and Skoog'' の基本培地にkinetin 1 ×10-5モルを添加し，さら

にNAA, 2, 4 -DおよびＩＡＡのいずれかを1×10-5，10-6および10-7モル添加したものを試

験管による斜面培地とし，各区12本を供試した。培養には，あらかじめ苗の大きさと花粉ステージ

の関係を調査した結果にもとづき，四分子期から一枝期の花粉を含むと思われる約を採取して表面

殺菌した後，針の先で荊を摘出して，試験管当り約25個ずつ前記培地に置床した。置床後は25°Ｃ

暗黒下に置き，カルス形成後は人工光条件下で培養を続けた。なお，カルス形成率の算出は，置床

荊数に対するカルス化約数の百分率，根および茎葉の形成率は，それぞれを形成した試験管数を供

試試験管数に対する百分率で表示した。分化した幼植物は，本葉が３枚展開した後バーミキュライ

トに移した。　　　　　　　　　　　　　　　　　　・　｜　　　　　　　　　　　　　　　　●

　植物体の染色体数の決定は，根端を12時間氷水中で冷蔵した後，塩酸オルセインで染色解離した

おしつぶし標本で行なった。

　　　　　　　　　　　　実験結果および考察

（１）カルスおよび幼植物の分化経過

荊よりカルスおよび幼植物を分化する経過は. Fig. 1 .およびPlateに示す通りである。
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　すなわち, NAAを添加した培地では，培養７日後より荊は膨大し，淡黄色のカルスが形成され

はじめる。このカルスはその後しだいに大きさを増し，培養21白目にはほぽｌ ｃｍ大となり，表面に

は大小多数の突起を形成し，この突起はやがて卵球状となる(Plate 1）。これらの突起は約40日

目で細長いハート状に成長し(Plate 2），子葉類似の葉および幼根を生じ(Plate　3），さらに培

養60～70日目には第１本葉を形成して完全な幼植物になる(Plate 4）。以上のカルスからの幼植

物の分化経過は，種子の発芽経過と非常に類似しているか，その分化の進行ならびに分化後の幼植

物の生育は極めて緩慢である。なお，カルス形成直後の荊についてパラフィン切片により組織学的
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に観察した結果, Plate 6 に示すように，形成されたカルスは苅壁細胞に由来しており，したがっ

て分化した植物体も後述のように半数体ではない。またＩＡＡ添加区では，上記に比ベカルス形成

は約１週間遅れ，形成率も低いが，根や茎葉を分化することができる。一方，２１　４－Ｄ添加の

場合は，カルス形成および卵球状突起形成まではＮＡＡと同様であり，卵球状突起もクロフィルを

形成するまでになるが茎葉までに発達しない(Plate 5）。

　（2）カルス，根および茎葉形成率に対するホルモンの種類と濃度の影響

　培養基別および２倍体，４倍体別に培養30日後のカルス形成率および培養90日後の根および茎葉

の形成率を示すとFig. 2 .およびFig. 3 .のごとくである。

　ａ）2倍体; Fig. 2.によるとカルス形成率は, NAAおよび2, 4-Dとも濃度の増加ととも

に増加し，1×10-5モル区では100％近くに達する。しかし, I AA添加区では，培養初期に枯死

するものが多く，培養30日目までにはカルスの形成は認められない。ただし，40日後にはごくわず

かの荊でカルスの形成を認めている。 Fig. 3.によると，根の形成にはＮＡＡ添加か効果的であ

り，どの濃度区でも形成率はほぽ100％に達している。つまり，カルスを形成した試験管はほとん

ど根が分化していることになる。また茎葉の形成は, NAAを添加した全ての区で認められ，その

形成率は濃度の低下にともない増加し，1×10-7モル添加区で最高の75％に達している。またI A

Ａの1×10-6モル区でも比較的低率ながら茎葉を形成することが出来る。

　ｂ）4倍体; Fig. 2 ･，のカルス形成率は, NAAおよ,び2, 4 -D両添加区とも２倍体と同様に

濃度の増すにつれ増加するが，全般に４倍体の方がやや劣っている。一方，２倍体でカルス形成の

みられないＩＡＡ添加区で，４倍体では低率ながらカルスを形成したことは，倍数性による差異と

して興味ある点てある。Fig. 3.の根の形成率は，ＮＡＡおよび２，４－Ｄ両添加区では２倍体と

大差はないが, I AA添加区では４倍体が高い。また茎葉形成率は，２倍体のそれより全般的に低

いが，最高形成率はＮＡＡの1×!O-6モル添加区であり，２倍体より高濃度か適しているように思

われる。またＩＡＡの添加の場合にも高濃度における４倍体の形成率が高い。

100 .

　　(％)

□

○

･H

４ｊ

司

Ｓ

μ

○

<H

s
ｎ
ｉ
Ｔ
ｅ
ｎ

50

○

　　　　　　　　５　６　７　５　６　７　５　６　７

　　　　　　　　　　NAA　　　　工μ　　　　２，4－Ｄ

Fig. 2.　The effect of growth hormons for callus formation

　　　　　　　in　diploid　and　autotetraploid　Renge (30 days

　　　　　　　after explanting) 5, 6, 7 show　1×10-5，1×10-6，

　　　　　　　1×10-’7 mol, respectively. Each medium contains

　　　　　　　1×10-５ mol of Kinedn.
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Fig. 3. The effectgrowth hormons for root formation and shbot formation in diploid and

　　　　autotetraploid Renge (90 days after explanting) 5) 6, 7 show 1×10-5,11×10-6，

　　　　1〉く10‾7 mo1･ respectively. Each medium contains 1×10ﾔrriql of kinetin.

　したがって以上の実験結果より，？ングでは, 2, 4一倍体ともカルスの形成および根の分化にﾆは

ＮＡＡの1×10‾5モルが最適であるが，茎葉の分化には，之倍体では1×10-7モルが，４倍体では

●･　　　　　　　　　　　　　●　　　　　　　　　　　　　　　　●　　　　　　　　　　　　　　ｆ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ｊ．１×１０-６モルが良いように思われる。なお，２および４倍休消ともＮＡＡ添加区では分化した根や

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　:　　　　　・　｀　　’／j‘　　●　｀　，　’･　　　　　　　゛茎葉は培地に触れると再びカルス化し，生育が異常一となって枯死するものが多く，この傾向はとく

に1×10-5モルで著しい。したがって効率よく植物体を獲得するには，1×10-5モル培地でカルス

を形成させ，カルス形成後は直ちに1×107あるいは小×10-7モタの培地に移しかえて根および茎

葉の分化を促がし，さらに茎葉分化後は，ホルモンを添加しない基木培地に再度移しかえ植物体の

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　｜　　　　　¶1発育を促進するのか望ましい。　　　　　　　　　　　　ノ　　”

　従来ＮＡＡを添加してカルスおよび植物体の分化に成功している例は多くないか，本実験で得ら

れた最適のＮＡＡ濃度は，これらの報告とほぼ一致している収8）。j一方，現在まﾆで半数体の育成に
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’　　。呵■　－
成功しているイネでは，概して塩類濃度の低いMiller''?の基本培地であび），同じくタバコでも

栄養的に貧弱な培地での培養か望ましいことが指摘されてい･る1‰本実験では塩類濃度が高く栄養

的に良い条件で培養を試みたため花粉より消壁が早く細胞分裂し始め，半数体が得られなかったと

も考えられる。　しかし，この点について筆者らが別に検討した結果によると，レングの箭培養で

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　●●･』　　ゝ　。　●は，消壁細胞のカルス化は基本培地の種類とは余り関係なく，むしろＮＡＡの添加の有無および濃

度の方が密接に関係しており，上記のイネやタバコの場合と必ずしも一致しない。したがってレン

グで花粉起源の植物体を得るには，今後さらに基本倍坤とホケモｙ口秤類および濃度との関係にｍ’

点をおいた･検討が必要と思われる。　　　　　　　j･　　＼づ　ハ

　（３）分化植物の特徴　　　　　　　　　　　　　　　ヽｌ

　上記で得られた幼植物の大多数はド根の先端がカルス化したので鉢植え時にほとんど枯死した。

ようやく鉢植えに成功し，順調に発育した４個体について染色体数および特定葉位の葉について孔

　　　　　　　　　　　　　　　　　　●　　　　　　　　　　　　¶　　　　”辺細胞の長径および短径を調査した結果は，Ｔ油!91　のぐとぐである。
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Table χ． Chｒｏｍｏｓｏｍｅ ｎｕｍｂｅｒ ａｎｄ ｓiｚｅ ｏｆ ｇｕａｒ･ｄ ｃｅｌｌ ｏｆ ｐｌａｎt ｉｎｄｕｃｅｄ ｆｒｏｍ ａｎtｈｅｒ ｃ砥はｒｅ

NO.
Chromosome

number (2n)

Size of guard cel口）
Materialploidy

width 2） length 2）

１

２

３

４

32

32

30

16

9.64士0.347ヽ

11.51土0.869

　8.13士0.799

　8.04土0.599

8.74士0.763

7.99士0.460

6.07±0.707

5.86士0.600

４Ｘ

２Ｘ

２Ｘ

２Ｘ

1) 50 guard cells were observed.

2 ) Width and length, respectively(×2.45μ）

　４倍体罰からは正４倍体(No. 1 )が，２倍体罰からは２倍体(No. 4 ) .正４倍体(No. 2)

および４倍体に近い異数体（Ｎ０.3）が生じている。このように培養中に染色体数の変異する現象

は，すでに多くの研究報告があるH~15J。その原因について，Ｔｏｒｒｅｙ11りま，培地に生長ホルモンお

よび核酸物質を添加した場合に染色体数が変異することを認めている。一方I Shimadaら13゛は，

タバコの髄組織で培養初期に染色体数が変異するのは柔組織中に種々の染色体数をもつ細胞か含ま

れていたためとしている。本実験ではこのような検討を行っていないので染色体数の変異の原因に

ついては明らかでないが，上記諸研究者の指摘する所と同様の原因によるものと思われる。

　つぎに孔辺細胞の大きさは，２倍体（Ｎ０．４）では小さく，４倍体(No. 1,2)は大きくいわ

ゆる４倍体の巨大化現象を示しているが，異数体(No. 3)では，その染色体数が正４倍体(No.

１）に近いにもかかわらず孔辺細胞の大きさは２倍体に類似している点は注目に値する。

　つぎに分化した植物の花粉および種千稔僧について調査した結果は, Table 2に示すごとくであ

る。　　　／　　　　　　　　　　　　　，

Tab＼e 2. ＰｏｌｌｅｎｆｅΓt山りａｎｄ ｓｅｅｄｆｅｒtiliりofがａ址ｓ ｉｎｄｕｃｅｄｆｒｏｍ ａｎtheｒ ｃｕltｕｒｅ

　　1 ) Pollen fertilitywas shown with number of stainab】ｅpollen grains　per observed 500 pollen

　　　　grains･

　　2) Seed fertilitywas shown with number of seeds per legume.

　同表によると個体による花粉稔性の差異は著しくないが，種子稔性にはかなり差異がみられる。

このうち２倍体起源のNo. 2 (4 x)およびNo. 4 (2 x)は，林16）の報告値にそれぞれほぽ一致

し，いわゆる４倍体の低稔化現象が認められる。しかし，４倍体起源のＮ０.」(4x)は同じＮ０．

２よりかなり高く，またNo. 3 (異数体）は２倍体と同様の高率である。このように一部の４倍体

あるいは４倍体に近い異数体が高稔化した点については今後詳細に検討したい。

　　　　　　　　　　　　　　　　　要　　　　約

レングの２倍体および同質４倍体の拘培養を試みた所，約壁細胞からカルスを形成し，植物体を



　50　　　　　　　　　　高知大学学術研究報告　　第21巻　　農　　学　　第５号

分化した。それらの分化経過，培養条件および植物体の特性などについて検討した結果の概要はつ

ぎのとおりである。

　(1) Murashige & Skoogの基本培地にkinetin 1×10-5モルおよびNAA　１×１０-５モル添

加した培地に四分子期から１核期の花粉を含む鳶を置床すると，培養７日目よりカルスを，約40日

で根および茎葉を分化する。この経過は種子の発芽に類似している。

　(2) 2, 4倍体ともカルスの誘導および根の分化にはＮＡＡの1×10-5モルが最適であるが，

茎葉の分化には，２倍体では1×10-7モルが，４倍体では1×10-6モソレが最適と思われる。

　(3)植物体を多数獲得するには, NAA　１×１０-５モルでカルスを形成させ，カルス形成後は直

ちに　1×10-6あるいは10-7モルに移しかえて根および茎葉の分化をうながし，さらに茎葉分化

後はホルモンを添加しない培地で植物体の発育をはかることが望ましい。

　(4)本実験結果を検討の結果，レングにおいて花粉起源植物を得るには，今後基本培地とホルモ

ンの種類および濃度との関係に重点をおいて検討することか重要と考えられる。

　(5)分化植物は２倍体苅より４倍体および４倍体に近い異数体を示すものがあり，しかも異数体

の気孔は２倍体に類似して小さいこと，またこれら倍加個体ならびに異数体の中にはいくぶん高稔

性の個体かある。
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Plate

　　　　　　　　　　　　　　　　　Ｅχplanation of Plate

　1 . Anthers 21　clays after explanting. Arrow ａ shows egg-like bodies. 2. Long

heart-shaped bodies about 40 days after explanting. Arrow ａﾌｂ and ｃshow long heart-

shaped bodies, cotyledon and root, respectively. 3 . Growing cotyledon.　4. Diffe-

rentiated first leaf about 60－70 clays after ｅχplanting. 5. Egg-like bodies in 2，

4-D plot. 6. Section of anther about ten　clays after explanting. Arrow ａ and b

show the proliferating calluses of anther wall and pollen grains, respectively:
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