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植物の細胞および組織培養に関する研究

XI. 長期培養におけるニコチアナ属植物カノレスの
染色体数変異の推移

新関 稔・喜多富美治

(北海道大学農学部附属農場)

(昭和55年2月8日受理)

Studies on Plant Cell and Tissue Culture 

XI. Transition of chromosomal variation in calluses of 
Nicotiana species in a long term culture 

Minoru NIJZEKI and Fumiji KITA 

(Experirnental Farrn， Faculty of Agriculture， 
Hokkaido University) 
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植物のカルスあるいは細胞を長期に継代培養を重ねる

につれて細胞の染色体構成に変化を生じ倍数性や異数性

細胞が広く出現してくることは多くの研究者によって報

告されている1，13，15)0 Nicotia叩 taba山川の半数性カル

スに関する研究では1世代中の培養日数とともに染色体

数変異が増大することも明らかにされている4)。 一方，

SINGHら12)は Vic叫 hajastanaを液体振渥培養で 1

週間毎に継代培養を行うと，初期世代では倍数体や異数

体の出現頻度が高く染色体数変異が大きいが，約10カ

月後には元の 2倍性細胞にほとんど収赦してくることを

報告している。

この研究は Nicotiallatabacu，山および N，sylvestris 

の2種を用い， 3年間の継代培養を行った半数性および

2倍性カルスがいかなる染色体構成を示すかを調査した

ので報告する。

材料および方法

Nicotiana tabaCllm (21l=48)， var. Wisconsin 38お

よび N ηlvestris(2n = 24)を NITSCHと NITSCH8)

の基本培地に 0.1rng/Oの IAA(indole-3・aceticacid) 

とカイネチンを含む培地で、約培養を行い半数性幼植物を

得た。また両種の2倍体種子を70%エタノールに15

秒，次いで15%次亜塩素酸ナトリウムに15分殺菌処理

を行い，無菌水で洗練後寒天培地上で発芽させて幼植
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物を得た。 これ等両種の半数性， 2 倍性の 2~3葉期の

幼植物の匪軸を2rng/OのIAAとカイネチンを含む

MILLER2)の培地で脱分化させカルスを得ることが出来

た。この実験では初期第2世代目と向上の脱分化培地で

約1カ月毎に継代培養し 3年を経過したカルスの染色

体変異について比較検討を行った。カルス細胞の染色体

数の調査は前報で報告した方法に従った6)。

実験結果

N. tabacumの第2世代目における半数性カルスは

n=24および2倍性カルスではみ=48の染色体数を有

する細胞がそれぞれ約70%存在し，比較的安定してい

ることがわかった (Fig.1)。しかし雨カルスともに染色

体数の倍加細胞あるいは異数性細胞も存在し 2倍性カ

ルスでは4n=96の細胞が20%近く，また150以上の染

色体を有する高次倍数性細胞も観察された。一方 3年

間継代培養を重ねた後の半数性カルスでは211=24およ

び2倍性カルスでは4n=96の細胞の出現頻度が高くと

もに60%近くを占め，両カルスの元の染色体数である

nおよび2n細胞はともに20%以下に激減していた。従

って半数性カルスて、は H より 2nへ， また2倍性カルス

では2nより 4nへ出現頻度のモードが移行したことにな

る。また300以上の染色体を有する高次倍数性細胞が両

カルスともに 10%以上も占めていた。

N 亀sylvestrisでは初期第2世代目から半数性および

2倍性カノレスともに染色体数の倍加現象が著しく，出現
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Fig. 1. Frequencies of the cell with various chromosome numbers in 

haploid ancl diploid calluses of Nicotiana tabaculIι(2n=48). 

(A)， chromosome numbers of calluses at the五rstsubculture 
(B)， chromosome numbers of calluses after three years. 

a， more than 150 chromosomes. b， more than 300 chromosomes. 
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Fig. 2. Frequencies of the cells with various chromosome numbers in 

haploid and diploid calluses of N. sylvestris (2n = 24). 

(A)， chromosome numbers of calluses at the first subculturf'. 
(B)， chromosome numbers of calluses after three years. 
a， more than 150 chromosomes. 
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頻度のモードは半数性カルスで2n=24および2倍性カ しかし詳細な原因解明は今後の研究に待たれる。

ルスでは 4n=48 の細胞であり，それぞれ 50% 近くを I~Î このように植物の培養カルスや液体振盗培養細胞は長

め 2倍性カルスで、は8n=96および150以上の染色体 Wl培養により染色体的に安定してくる場合もあるが，多

を有する細胞の出現頻度もかなり高かった (Fig.2)。こ くの場合培養系統内に多かれ少なかれ染色体的変異が生

のことは N.syluestrisの初期世代のカルス細胞の染 ずることが多くの種で認められていることは事実であ

色体数が非常に不安定であることを示すものである。し る。一方，初期世代より培養カノレスや細胞の染色体の行

かし3年後のカノレスでは半数性および2倍性カノレスとも 動が非常に安定した植物もあることが数少ないが報告さ

に4n=48の細胞の出現頻度が高く 60%近くを占めてい れている。例えば REINERTと KUSTERIO)は 0・ψが

た。初期第2世代目の2倍性カルスでかなり出現してい ωρillarisで1年以上培養を続けても染色体的変異は認

た8n=96の細胞は減少し，また150以上の高次倍数性 められなかったことを報告しているしまた SACRI-

細胞は完全に消失していた。従って 4n=48の細胞をモ STANll)は同種の半数性培養細胞において34.1%およ

ードとして両カノレスともに収数して来ていると言える。 び2倍性培養細胞において 78.5%の系統が1年以上出発

しかし半数性カノレスで、染色体数46という異数性細胞 材料の染色体数を維持していたと報告している。山辺と

がかなりの高頻度で出現したのは特異的であった。 N. 山田1川4叫)は Hιt叩uo仰r，幼/，ωta属植物のカルスにつしい、て研究を
glルuイtれl1l即os.幻d の2倍性カノルレスにおいて 2つの染色体の接 行しい、、， 14カ月の継代培養後，H.s必tωatωdは若干の倍数性や

合により特定の異数性細胞が高頻度に出現した例5町)を 異数性細胞が見られたが，H. aristωat，ωι は全く染色体数

我々は観察しているが，今回の場合は核型の詳細な検討 変異を生じなかったと報告している。さらに H.sta仰

を行っていないので原因は不明である。 は親植物の根端細胞にも染色体数変異が観察されること

論議

これまでの我々の研究によりタバコ属植物における培

養カルスの細胞遺伝学的不安定性，特に染色体数の不安

定性は， 1，培地の条件特に植物生長調節物質の種類や

組合せに左右されること3)，2，カルスの生長速度と関係

があることへ 3，ageすなわち培養日数と関係があるこ

とへ 4，穫によって不安定性の程度が異ることり)等を

明らかにしてきた。小野9)が Viciafaba (211=1勾の根

から誘導したカルスについて 11世代にわたって調査し

た結果，世代が進むにつれて高次倍数体や異数体が増加

することを報告している。 今回の研究で N.tabacu川

から，カルス細胞の安定性，不安定性は親植物に起因し

瓦 stataのように親植物の不安定なものはカルス細胞

も不安定のようであると結論している。

最後に，今回の実験あるいは多くの研究者の報告を総

合してみて，植物の種類によって培養カルスあるいは液

体振溢培養細胞の染色体行動が大きく異なるという事実

は種々の研究に応用される時に注目されるべきである。

特に生理学，遺伝学あるいは実際の植物育種等にカルス

や培養細胞が利用される場合には上述の事実が十分考慮

される必要があるものと恩われる。

要 約

は初期世代では出発材料の染色体数である程度安定して Nicotiana tabacum (2n =48)および N ザlvestris

いるが 3年間の継代培養後は倍加1細胞すなわち半数性 (2/1=24)の半数性， 2倍性カノレスを 2mg/CのIAAとカ

カルスでは2nおよび2倍性カルスでは4n細胞の頻度 イネチンを含む MILLER2)の培地で約 1カ月毎に継代

が最も高く，それ以上の高次倍数体や異数体の出現もか 培養を行い，第2世代目と 3年経過後の染色体変異を比

なり見られるが，一方，N 、:yZ.uestrisでは初期世代で 較検討した。

倍加や高次倍数化が起きやすいが 3年後には半数性お N. tabacumの第2世代目では半数性カルスで、12およ

よび2倍性カルスともに412細胞に収数し，それ以下の び2倍性カルスで 212細胞の出現頻度が高く比較的安定

低次倍数体あるいはそれ以上の高次倍数体はむしろ減少 した状態であった。しかし3年継代培養後の半数性カノレ

してくることが明らかとなった。このように継代培養を スでは2nおよび2倍性カノレスでは412細胞の出現頻度

重ねるに従って変異が増大するばかりではなく，種によ が高く，両カルスともに長期培養により倍加細胞化し，

つてはある特定の染色体数の細胞に安定してくるという 染色体変異は増大し300以上の染色体を有する細胞もか

事実は，前に述べた SINGHら12)の Viciahajastal2a なり出現した。一方，N. sylvestrisでは初期第2世代

の結果と考え合せ，ある特定の倍数性細胞が分裂に適し 目で染色体数の倍加が著しく，半数性カルスでは212，似

ており，そのために安定してくると考えることが出来る。 および2倍性カノレスでは4n，812細胞の出現頻度が高か
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った。しかし3年後のカノレスで‘は半数性および2倍性カ

ルスともに 4n細胞の頻度が高しこれをモードとして

両カルスともに収益まして来ていることが明らかとなっ

た。従って継代培養を重ねた場合，種によって染色体数

変異が拡大する場合と収放する場合の双方が存在するこ

とが切らかとなった。
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Summary 

Haploicl and c1iploid calluses of Nicotiana taba・

cllm (2n = 48) and N. sylvest川 (2n= 24) cultured on 

MILLER's basic medium supplemented 2 mg/s of 

IAA and kinetin were maintained for three years 

by transferring to fresh medium at intervals of 

about one month目 Observation of chromosome 

numbers was carried out on the calluses at the品目t

subculture and after long term cultures of three 

years. 

ln the calluses of爪 tahacIIJl/. of the first sub-

culture， the cells with Jl and 211 chromosomes 

occurred in the highest frequency on haploid and 

diploid callus lines， respectively. The calluses 

cultured successively for three years， however， 

showed that the highest occurrences of cells were 

211 and 4n chromosomes in haploicl and c1iploid 

callus lines， respectively. Furthermore， wider 

chromosomal variations were observed in compari-

son wi th those of the五rstsubculture and chro司

mosome numbers exceeding 300 were counted in 

a ，considerable number of cells in both haploid and 

diploid callus lines目 Therefore，it may be assumed 

that the high frequencies of chromosomal duplト

cation in the cells of calluses are a conspicuos char-

acteristic of this species in a long term culture 

On the other hand， in N.ηlvestris the multiplica-

tion of chromosome numbers occurred frequently 

and revealed wide chromosomal variations at the 

五rstsubculture in both haploid and diploid callus 
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lines. However， the cells with. 4河 chromosomes
were observed about 60% after three years and 

the lower and higher levels of polyploids than 4n 

were reduced in both haploid and diploid callus 

lines. Therefore， it is concluded that in N. taba-

cum the chromosomal variations are increased in 

a long term cultur巴， while in N. sylvestris the 

chromosomal variations are reduced and led to the 

stable state at a certain chromosome number. 


