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トマトではバレイショのプロトプラストと組み合せて

ボマトという体細胞雑種植物が育成された見 しかし，

トマト単独のプロトプラストからの柏物体再生は長く困

難であった． ようやく， 1980年代になって成功例が報告

されるようになったにすぎない2)3)4)5l_ しかし，それら

の場合は，再現性が乏しい，特定の系統である，再分化

までに 3~4ヶ月の長期培養を要する，などの問題点を

かかえていた．

最近になり約40日という短期間の培養にもかかわら

ず，多数の品種や系統において，高い再現性で槙物体を

復元できる結果が報告された豆 本報告は，その研究を

検証するために，そこで用いられた培地を他の 3種の培

地と比較検討し，植物体を再生させた結果である．

材料と方法

トマトの品種として強力東光を用いた．材料の養成や

プロトプラストの単離と培養は， IMANISHI& HIURA 

(1982)” の場合とほぼ同様の方法で行なった．その概要

をTable1に示す． しかし，プロトプラストの初期培地

に TM-2培地を用いた場合には，材料の養成は 100ml

三角フラスコの TM-1寒天培地で無菌発芽させて行な

った．プロトプラストからコロニーが形成された後の培

養は結果の項で述べる．

結果と考察

プロトプラストの焙養後の経過と結果の概要を Table

2と31こ示す． MS培地10)でも，プロトプラストが分裂

する場合はあるが，分裂率が低く，すぐ褐変化してコロ

Table 1. Conditions of isolation of protoplast 

Growth conditions of Part of plant Time of 
Basal(1l plant material used for Sterilization Percentage of enzyme mixture enzyme 

medium Intensity Length isolation of of cotyledon Meicelase treat-
Temp. of light of day protoplast p Macerozyme Driselase ment 

MS I 20℃ 2,500 lux I 16 days I Cotyledon I Sterilized I 2.0% I 0.2 % I - I 16 hr. 
R 9 I do. I do. I do. I do. I do. I do. I do. I - I 18 hr. 
8 E do. do. do. do. {Aseptically do. do. 0.01% 10 hr. 

grown 
TM-2 I do. I do. I do. I do. I do. I 2.5% I 0.25% I 0.08% I 13 hr. 

(1) MS: MURASHIGE & SKOOG (1962)'16> R9 : MORGAN & COCKING (1982)'3> 

SE: ZAPATA et al. (1981)'91 TM-2: SHAHIN (1985)<6> 
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ニーを形成させることは困難であった． R9培地3)では，

は種後10日の子葉を用いると，つねに15％前後の分裂率

を誘導することができた． しかし，褐変化が徐々に進行

するため， 40~60日後に約 1mm以上のコロニーに生長

して，さらにカルスヘの生長が約束されるコロニーの形

成は低頻度であった． 8E培地9)では，プロトプラストは

MS基本培地で無菌培養した子葉から単離した．第 1回

分裂は培養後3, 4日で観察された．分裂率も高く，約

2週間後には， 0.25mm前後のコロニーに生長した．こ

の時期までの褐変化はほとんどなく，コロニーの生長は

順調であった． しかし，マニトール濃度を 6％に下げた

培地へ移しかえると，その生長は直に停滞し，カルスの

形成はほとんどみられなかった．培地の種類や移しかえ

る方法を種々検討したが，今までのところ適当な方法を

見出していない． TM-2培地では，現在までのところで

は，分裂率，コロニーの形成率とも R9や 8E培地より

も低いが，コロニーの生長は速く，培養10日目には，

2~5％が l50μm以上のコロニーとなり，最大のコロ

ニーは 1mm近いものがいくつか認められた．いずれの

培地でも，実験ごとに分裂率やコロニー形成率はかなり

の変動を示した． トマト属の場合も，いくつかの報告が

指摘するように，その変動は材料の植物体の生理的条件

によって主に左右されるものと考えられる8). R9培地で

も条件が適当であったと思われる場合には，培養後60日

目に 6％マニトールの R9培地に移し，さらに20日後に

マニトールなしの MS培地へ移して，カルスを多数形成

させることができた．さらに， IAAとBAを1.5,2.0, 

2.5, 3.0mg/1で組み合せた MS培地で焙養したところ，

40日後には緑色カルスが多数えられた． しかし，シュー

トの再分化は見られなかった． TM-2培地で形成された

コロニーを TM-3の寒天培地上に移し，さらに， 10日後

1.0mm~1.5mmの小カルスを TM-4の再分化培地へ移

植した． TM-2培地以後の培養は， SHAHIN(1985)6)の方

法に従って行なったが， TM-4培地へ移した約60ヶのカ

ルスから30日後においても，シュートの分化は全くみら

れなかった．

TM-4培地への植付け後15日目に， Zeatin3 mg/1を

含む MS培地ヘカルス 5個を植えかえたところ， 15日目

（プロトプラストの培養50日目）に 1個のカルスから茎葉

が分化し，ホルモンフリーの MS培地へ移植して発根

させ，植物体を復元することができた． SHAHIN(1985)6l

の場合と比較してみると，本研究の場合，シュートの分

化と発根まで約60日を要し， SHAHINの40日とはかなり

の隔りがある． TM-3培地の小カルスを再分化培地へ移

植する時期がやや遅れたので，これを適切に行なえば，

柏物体復元までの期間はさらに短縮できると思われる．

SHAHIN(1985)6)はプロトプラスト単離前の賠処理と低

温処理が重要であると指摘しているが，本研究では行な

Table 2. Conditions of culture of protoplast 

Basa]CD Plant hormone Agar or Density of 

medium 2, 4-D I NAA I Zeatin liquid Protoplast 
Temp. Light 

BA 

MS 1.0mg/1 0.5mg/1 0.5mg/I Agar lxlOツml 29℃ none 

R9 do. do. do. do. do. do. do. 

8E do. do. do. do. do. do. do. 

TM-2 l.Omg/1 0.5mg/l Liquid 5x 104/ml 27℃ do. 

(1) : See Table 1 

Table 3. Cell division, colony and callus formation in Four kinds of medium 

Percentage Colony formation 
Basal 

of I Percentage of colony 
medium(1) [arger than 150 μm(Days Size of colony 

cell di vision after initial culture) 

Callus formation 

(days of culture) 

MS I oー 10 I 0-2 (40-60days) I - I -

R9 j 10-30 I 5ー 10 (40-60days) I 0.5%(larger than lmm)I R9 6M(20days) MSOM(20days) 

s E I 20-30 I 5ー 10 (15 days) I 0.25 mm I R 9 4 M 

TM-2 I 10-20 I 2-5 (lOdays) I 0.2-0.5mm {]悶□l; g:5二麟盟叩闘累｝
(1) : See Table 1 
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わなかった．今後検討する予定である．
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Summary 

Four kinds of media, MS, R9, SE and TM-2, 

for the culture of protoplast were compared with 

respect to colony formation and regeneration from 

cotyledon protoplast in tomato. Seedlings of tomato 

cultivar "Kyoryoku Toko" were grown under con-

di tions of 20℃in temperature and 2,500 lux with 

daylength of 16.hr. in a growth chamber. Cotyledon 

protoplasts were isolated from young seedlings of 

10 to 14 days old by the digestion with the enzyme 

mixture of Meiselase P, Macerozyme RlO and Dri-

selase. MS medium was able to form only a few 

colonies from the cotyledon protoplast which was 

induced to cell division, if any, with low frequency. 

R9 medium was able to produce green calluses 

derived from cotyledon protoplast after the culture 

of about four months, although shoots were not 

obtained. SE medium resulted in a good cell divi-

sion and colony formation in initial culture, but any 

successive culture was not accomplished to lead to 

a good formation of callus. On the other hand, TM-

2 medium was able to induce the rapid growth of 

colony which produced mini-calluses of 0.5 to 1.5 

mm in size in the culture of 10 days after transfer 

of colonies onto TM-3 medium. No shoot was in-

duced, however, on TM-4 medium which was used 

as a medium for regeneration, while at 50 days 

after the initial culture of protoplast some shoots 

were formed on the. callus which was one of the 

five calluses transferred onto MS medium contain-

ing 3.0 mg/1 Zeatin. Shoots were transplanted on 

MS medium containing no phytohormones and im-

mediately roots were formed from them. 


