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1．はじめに
　各種培養条件によるクワ条カルスの穫分化実験を行ない（前報1）），供試クワ品種にお

けるカルス増殖ならびに植物生長調節凋の培養カルスへの濃度別効果と再分化について

検討した。

　その結果，培養カルスからはいずれも不定根の形成にのみとどまり，不定芽形成は全

く認められなかった。

　本実験においては，これに関する従来の研究2）～6）過程をふまえ，エキスプラントを条

から交雑種子の下胚軸に代え，形成されたカルスを用いて再分化の実験を行った結果，

今まで困難視されていた不定芽形成が誘起され＊，さらにクワ幼苗にまで育成すること

ができたので報告する。

2．材料および方法

　クワ品種，水沢，一一の瀬および清十郎の自然交雑種子を供試材料とし，それらの種子

は水洗後，70％アルコールを用い2～3回すすぎ，滅菌水で洗った後，5％サラシ粉炉

液で約20～25分消毒，減菌水で洗蘇した。この種子をフラスコ内の寒天培地（15％スク

ロース十1％寒天）に播種して無菌的に発芽させた。この芽生の下胚軸を約5～7mm

の長さに切り，Liasmaier＆Skoog（L．　S9））基本培地にNAA5×10－6M十KIN1『6

Mを添茄したものに澱床し，27土1QC，暗条件でカルスを誘導させた。ここで形成さ

れたカルスを再分化培地に移植し，暗条件のまま25－30日ごとに継代培養を続けてカル

スからの再分化を促した。

　再分化培地はL．S基本培地を用い，つぎの3つの培地に限定して行なった。

　　　（！）L．S十RAA5×10幽6M十KIN10－6M

　　　（2）L．S十NAA5×1『7M十K：1N5×10『6M

　　　（3）L．S十IBA5×10－6M十KIN10－6M

　上記の使用培地のほかに，NAA，　KIN，　BAの濃度別組合せ培地やA（ade鐙ne）を添

加した培地（Table　1）ではカルスの性質および内部形態（組織）について観察，調査した。

　カルスの形態的観察については，カルスをフォルマリン酢酸アルコールで固定し，パ

＊　本報告は日本蚕糸学会（437），448）囲）において発表した。
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Table　l　Composition　of　different　conce且trations　of　growth　regulators

　　　in　L．　S　medium　（Hypocotyl　callus　was　kept　u漁der　16L8D　and

　　　24D），
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ラフィン切片を作り，ハイデンハイソ鉄明ばんヘマトキシリンならびにサフラニン・ラ

イトグリーン染色法で染色して，その内部を鏡検した。また，不定芽形成により育成さ

れたクワ個体が約10cmに達したとき，多量要素水耕液に移しプラントルックス螢光灯

下で伸長を促進させた。

　この幼苗の体細胞染色体の観察には，幼根の先端を0．002M，8オキシキノリン液で前

処理を行った後，酢酸アルコールで固定し，ホイルゲン核染色またはオルセイン染色法

により分裂中期像の染色体数を算えた。

3．結 果

　3．1不定芽の形成状態とクワ個体の育成

　水沢，一の瀬，清十郎各交雑種子の下胚軸エキスプラントより，置床後1帽目頃より

胚軸の切口周辺から黄白色の固塊状カルス（Cカルス）が形成され，次第にその量が増

加した（F1g．1，　A）。

　この形成20日目のカルス片約100mgを3種（前記（1），（2），（3））の再分化培地に移植し，

27±1。C，暗条件で継代培養を続行させた。

　その結果，L．　S十NAA5×10圏6M十K：IN10幽6M培地（1）の継代2代目（置床後50βi目）

の清十郎晶種：のカルスから，つぎに3代目（置床後7臓目）の一の瀬，5代目（置床後

110日目）の水沢にそれぞれ僅少ながら不定芽の分化がみられた（Fig．1，　B）。また，

LS十NAA5×1G『7M十IqN5×10口6M培地（2）L．　S十IBA5×1G『6M十KIN10－6　M培地（3）

における継代5代目の清十郎カルスからも不定芽形成が認められた。
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Table　2　Adventitious　buds　fQr鶏a七io獄following　with　t1ユe

　　　　growtll　of　cultured　callus　in　hypocotyl　of　mulberry．
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　上記の培地別ならびに継代別（日数）にみられた不定芽形成数はTab玉e　2の通りである。

　不定芽の形成数を品種別にみると，水沢が2，一の瀬が1，清十郎が7個体で，ログ

ワ系の清十郎上品交雑胚軸が再分化個体の過半数を占めている。また培地別の不定芽形

成数は，L．　S十NAA5×1『6M十KIN10扁6Mが7と最も多く，L．　S十NAA5×10－7M十

KIN5×10－6簸が2，　L，　S＋IBA5×10－6M＋KIN10－6Mが1個体と少ない。また，　NAA5

×10｝6M十KIN10－6Mの生長調節剤組合せが過半数を占めている。これらのことから培

養カルスからの器官再分化に関しては，供試品種とエキスプラントの選択および培地の

種類と添加物の濃度組合せが重要な条件であることが知られた。

Table　3　Numbers　of　adventitious　roots　and　buds　o漁ca1五us

　　　　Gf　hypocotyl　kept　for　70　days　ln　L．　S　medium．
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　つぎに継代2代目（置床70日欝）における培養カルスからの不定根および不定芽形成

の状態をTable　3に示した。

　この表から不定根の形成は培養全区にわたって認められた。晶種別にみると，水沢で

は移植カルスの半数以上が発根し，その数は他に比べて著しく多い。これに刻し清十郎

は発根カルスにおいて3糎類の培地全体の約1／4，発根数も水沢の約1／5程度と少な

く，一の瀬は両懸の中問であった。培地溺ではIBA5×10－6M十K：IN10－6Mが発根カル

スおよび発根数ともに最多を示し，移植カルスの半数以上が発根している。これに反し，

畿礁謹鐘
激整・

辮

Flg．1　Developme且t　of　plaRt玉et　from　adve鍛tltlous　bud　for－

　　　matlon　o羅cultured　callus　of　hypocoty三mエnulberry．

　　A＝C段11usiag　from　hypocotyl．

　　BlFormatlon　of　adventitlous　bud　from　cultured　callus．

　　C：Formation　of　adveatltious　r◎ots　from　basal　adven－

　　　tltlous　bud．

　　D：Plaatlet　from　adve篇Utious　bud　for孤ation，

　　E，F：王）1antlet　developing　1撹。　water　culture．
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NAA5×10－6M十K：IN10－6M培地は水沢を除き発根カルスは移植カルスの約1／3～1／5

程度であった。また，NAA5×10『7M十KIN5×10柵6Mはこの中間であった。

　不定芽の形成は置床後70日i羅の段階では，NAA5×10一6M÷K：1N10四6M葦宝地の一の瀬

と溝十郎カルスからそれぞれ1または4個体が紹、められた。清十郎は一の瀬に比べて不

定根の形成は少ないが，不定芽の形成数は多い。この現象は不定根と不定芽とが形成段

階のある時点まではかなり独立的な関係にあることを示唆しているものと推定される。

　不定芽が形成されたカルスは，淡褐色の二二を量したCカルスであり，その増殖速度

は低いものであった。クワと近縁種であるコウゾ（87侃∬伽θ地加Zゴπ0たのにおいて

観察された10）①ように，不定芽の分化はCカルスであったこと，およびカルス増殖の緩

慢なことが第一要件で，増殖度が高く，しかもFカルスとなったものからは再分化はみ

られ，なかった。

Table　4　Composition　Qf　medium　with　multiple　solution．

Major　elements Salt 9／1α6

Asolutlon

B　SOlution

　　C　solution

　　Dsolutlon

Mlnor　elements

MA　solutiOn

Ca（NO3＞・4王｛20

NR4NO3
誘くNO3

KH2PO4

MgSO4・7H20

FeC讃507・5H50

H3BO3

ZIISO4・7H20

込旺nSO4。5】護20

CuSO4・5H20
K工

SnCI2・2H20

CoSOぺ7H20
NisO4。6H20

KBr
T玉Cユ4

　707．58

　240．15

　2⑪2．15

　272．18

　493．00

　153．00

mg／106

1855．20

　287．56

2050．70

　249。67

　33．20

　33．84

　28。12

　26．28

　23．80

　53工．92

MB　solution

（NH塵）6Mo7024。4H20

BaC12・2H20

CdC12．2．5H20

K2CrO4

KF
HgC12

As203

Bi（NO3＞3。5H20

37．08

36．64

9．14

29．14

5．82

5．44

5。94

7．28

These　media　were　maintained　at　a　level　of　PH　6．2，　respectlvely．
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　クワと近縁植物であるハリグワ（Cz6〃翻勿醒10加HANCEI2））の胚軸カルスから不定

芽の形成をみているがそこでは同一カルスから約7芽の形成が認められている。クワ下

胚軸カルスからの不定芽形成の状態は，同一カルスから1芽のみの発生（Fig．1，　B）

で，他の草本植物にみられる数芽あるいは籏生的に発生する様相は観察されなかった。

　本実験においては，不定芽が約1．5cn1に達したとき，再分化培地からカルスととも

にL．S十NAA5×10－7M（オーキシン単独）培地に移し，16L8Dの光周条件で培養を続

けた結果，やがて不定芽形成の基部から発根し（Fig。1，　C），次第に細根を分岐しつ

つ完全な個体に生長することができた（Fig．1，　D）。

　これらの個体が約15cmに生長したとき，大形フラスコよりとり回し，多量要素培養

液（Table　4）による：水耕法でプラントルックス螢光灯を用いて明条件のまま培養を続

行した結果，良好な伸長がみられ（Fig．1，　E，　F），母樹清十郎（種子発芽により育

成したもの）と全く相似の儂体が育成された（Fig．1，　E）。

　3．2培養カルスの組織観察

　不定芽の分化がみられたし．Sの再分化培地における清十郎の培養カルスについて，

16L＄D，24D区ごとにその内部組織を鏡検し，不定芽分化の状態を調べた。

　その結果，生長調節斉璽の濃度とカルスの性状は16L8Dの場合，　KIN，　BA，　Aの濃度

鋼組合せによりカルスの色調，性質に差が認められた（Table　5）。

Table　5　Characteristic　of　callus　by　concentration　of　growth

　　　regulators　in　L．　S阻edium組aintained　in　16L8D．
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Callus　feature．　G：Green　W：White　Y：Yellow　B：Brown
　　　　　　　C：Compact　callus　F：Friable　callus　＊：No．／0．0134mm2
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　すなわち，NAAについては無添加もしくは比較的低濃度（10営7M，5×10隔7M）で

KINが10隔7，3×10開7，5×10－7，10凹6鍛，またBAが10旧7，10－6M程度の組合せにおい

ては，緑化㈲した外見上固いCカルスとなる傾向を示した（培地No．1，5，8，9，　B1，

B2）。またNAA，　KINともに高濃度（前者2×10－6，5×10一6M，後者10－6，2×10一6M）

の組合せ培地（Ro．3，4，7）にAの10－5Mを添加した培地（No．7）は，カルスの色調

が黄白色化し，また柔いFカルスとなる傾向がみられた。

　Cカルスになるとカルス細胞の配列が密になるため（Fig．2，A），単位面積内（一視

中）の細胞数は多くなった。また，細胞数の増加に伴いカルス細胞中に形成された仮三

野悪様細胞数も増加する傾向が観察された（Fig．2，C）。とくにNAA無添加のKIN

10－6M，　BA10一6M，　BA10－7Mの単独培地（No．1，　B1，　B2）の場合にその傾向は顕著

であった（Table　5）。

　Fカルスでは，カルス細胞の配別が粗く（Fig．2，　B），一視野中の細胞数は少なく，

仮導管様細胞数もまた少なかった。ことにA添潴のNo．7培地（NAA5×10－6M＋KIN

10一6M＋Alr5M）の場合は少なく，代表的な特性を示した（’Table　5）。

　書誌条件（24D）の場合（Table　6），カルスの性質はL，　S十NAA5×10’7M十K：IN

10－6M培地（No．4）を除ぎ（）カルスを生じる傾向が強く，不定根および不定芽を形成

させた。

Table　6　Characteristic　of　caHus　by　concentration　of　growtll　regu－

　　　1ators　in　L．　S　mediu斑mai血tai旦ed　in　24D．
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Root　and　Bud
　　　　　formatio11

Root　aロd　Bud

　　　　　formation
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＊：No．／0．　G134m凱2

　不定根分化の多いNAA2×10噌6M十KIN2×10凹6M十A10－5MおよびNAA10『7M十

KIN10－7M培地（No．3，11）では，単位面積あたりの細胞数ならびに仮導管様細胞数

は極めて多かったが，不定芽の分化は認められなかった。

　不定芽の分化が観察されたL．S十NAA5×10－6M＋KIN10冊6MおよびNAA5×10扁7

M十KIN5×10幽7M培地（No．4，9’）におけるカルスの性：質は，黄淡褐色の色調を呈し，
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　　　　　　Fig．2Hlsto1Qglcai　observatlo黛of　re－
　　　　　　　　　　generated　ca11US。
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Cカルスが大半を占め，部分的にFカルスが混在し，細胞の配列が密で一定面蹟当りの

カルス細胞数も多く，仮導管様細胞の形成数もまた多かった。

　光条件が16L8DにおけるNAA5×10－6M十KliN10一6Mの場合（培地遅。．4）は，

カルスの性質はやや緑化しF，Cカルスの占有割合は約半数ずつで，多少はFカルス化し

易い傾向にあり，不定根および不定芽の分化は全くみられない状態であった。不定芽がみ

られた24Dの培地No．4，9’は，培地組成は同一であるが，光条件を異にしている。この

ように光条件の変化により不定根，不定芽形成にかなりの差を生じる点は注駅こ値する。
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したがって，クワの培養カルスからの再分化（根，芽）には全階条件（24D）が決定的

条件とはいえないまでも極めて重要な因子であると考えられる。

　また，Fig．2，　Dにみられるように，カルス細胞群中に染色度の高い仁を伴った不定

根形成の原基である分裂組織の像（Fig，2，露），および茎頂の分裂組織である不定芽

の原基像（Fig．2，　F．　G）が観察され，再分化の様相が鮮明であった。これら不定芽

の原基は，カルス表面における周辺分裂組織13）にドーム状の1対の葉原基から形成され

たものであることが認められた。

　以上，培養カルスからの再分化に関し，カルス細胞の状態，とくに単位醐積内における

細胞数と仮導管様細胞の形成数とは何等かの平行的関係があることが示唆された。Fig．

3に示されているように再分化に影響を与える24D（全暗条件）における不定根分化の

多い培地（No，3，11）のカルスでは細胞数，仮導管様細胞数ともに最多値をとり，こと

にNo。11（L．　S十NAA10㎜？M十K：IN10－7M）の場合，仮導管様細胞の発達が顕著である
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Fig．3　Ef£ect　of　different　media　on　numbers

　　of　cell　and　shape－1ike　tracheid　cell　h玉

　　regenerated　callus（for　limited　measure）．

　　　　　　：No．　of　callus　cells．

　　　・………側：No．　of　shape4ike七racheid　to　cells．
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ことが明白である。これに反し分化のみられなかったNo．1（L．　S十NAA　free十KIN

10隔6M），　No．4’（L．　S十NAA5×10－7M十KIN10『6M）培地は細胞数，仮導管様細胞数

ともに少なく，とくに細胞数に比べ仮導管様細胞数が極めて少ないことが注目される。

　不定芽が形成されたNo．4，　No．9’培地においては，細胞数と仮導管様細胞数とも

両者問の差が少ない傾向にある。また：再分化の余りみられなかった16L8D区では，概し

て細胞数は多いが，細胞数と仮導管様細胞数間の差には一定の傾向がみられなかった。

　3．3育成クワ個体の染色体数

　不定芽形成から馴化育成したクワ個体について，根端における体細胞染色体を，ホイ

ルゲン核染色および酢酸オルセイン法により観察した。

　その結果，培養カルスにみられる倍数性および異数性繍胞より再分化された染色体数

の変異は観察されず，いずれの細胞においてもその体細胞染色体は2η畿28を算えるこ

とができ，かつ分裂も正常であり，2倍体であることが確認された（Fig　4）。

撫

驚旧識㌔黙

秘秘
　　総 麟

継
櫓

湯翻

灘一

難

Fig．4　Chromoso難e　numbers（2フド28；2κ）　of

　　developmental　plantlets　from　regenerated
　　callus　in　culture（Se1」媒ro）．

4．考 察

　クワの培養カルスから不定芽の形成をみるまでの実験に供試されたエキスプラントは，

多くの場舎，主として新梢や魚条に由来したものであった。すなわち，クワカルス培養

においては従来，主として二条および新梢，葉柄，葉身および古条の木部よりのエキス

プラント2）3）4）5）6），をそれぞれ供試した。しかしながら，いずれも誘導されたカルスか

ら再分化されたものは不定根のみで，不定芽の分化はみられなかった。

　クワ培養カルスからの発根は，一般的にヤマグワ系二種に多く，ログワ系二種に少な

く，カラヤマグワ系晶種はその中間的傾向を有している。事実，前報1）のヤマグワ系の島

の内，剣持などのカルスからの発根数は他一種に比較して著しく多い。さらに桑樹i萎縮
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病抵抗性志下とカルス発根性との関係を調査した場合14）においても，カルスの形成量と

発根数との関係は平行的で，第2次カルス形成の多い水沢，水内桑（ヤマグワ系品種）

は発根数多く，カルス形成量の少ない魯八，赤芽魯桑，収穫一（ログワ系晶種）は発根

数が極めて少なかった。またカラヤマグワ系下種の鼠返はその中問であった。このこと

から，発根性の難易が晶帯的特性として考えられた。

　培養カルスにおけるオーキシンとサイトカイニン濃度のバランスにより分化型（根，

芽）に差異の生ずることは，タバコ髄カルスにおける実験15）から明らかにされている

が，クワ胚軸カルスにおける不定根分化のためのオーキシン濃度は5×10刷7～3×10－6M，

サイi・カイニン濃度は5x10－7M～10－6M程度であると考えられた。これに関し，桑条

カルス培養においてMS十IAA（NAA）0。2ppm（÷1．1x10－6M）十K：IN　O．02pp磁（串

10扁7M）が適当である5）場合，またはM．　S十IAA　2．　Oppm（÷1．1×10一5M）十KIIN　O．1

pp聡（÷5×10｝7M）培地において新梢，葉柄，古条からのカルスでは殆んど発根せず，

葉身，子葉，胚軸などのカルスでは著しい発根が認4＞められている。いずれにせよ，上

記オーキシンならびにサイトカイニンの濃度別組合せの範囲内では，エキスプラントの

如何にかかわらず不定根分化セこ限；序するならば，オーキシンは5×10－7M～3×10－6Mサ

イトカイニンは5×10幽7M～10闇6M程度として差し支えないと考える。

　このような試料採取の条件，贔種的特異性による制約，培地の組成，濃度などの相異

が結果約に不定芽形成を成功に導かなかったのではないかと考えられる。

　この困難視されたクワ培養カルスよりの不定芽形成の追究に当ってクワ近縁種である

コウゾにおける不定芽形成の結果1三）およびクワにおける予備実験の結果にもとづき，つ

ぎの方法をとった。

　（1）材料として新梢または野望のカルスを用いる代りにクワ下胚軸カルスを用いる。

　（2）供試下種は採種母樹にヤマグワ系として水沢，カラヤマグワ系として一の瀬，ロ

グワ系として清十郎を選び，その交雑種子を用いる。

　（3）基本培地は従来用いてきたMurashige＆Skoogに代えてLinsmaier＆Skoog

培地を用い，それに添加する生長調節剤のオーキシン・カイネチンバランスはNAA5×

10－7M～5×10－6M，　KIN5×10『7M～10圏6Mの範囲とする。

　（4）光条件は全期暗状態とする。

　これら設定した4項の条件のもとに反復実験の結果，継代2代倒の清十郎，継代3代

目の一の瀬そして継代5代1茎｝の水沢において困難視されていた不定芽の形成にはじめて

成功した。

　なお，本不定芽形成実験に関連して山本・中西16）は子葉または胚軸を用い，判者の用

いた再分化培地（L．S十NAA5×10階6M過冷N10闘6M）と1上1本・中幽のD培地（L　S十

2．をD10ppm（÷4．5×10皿5M）十Km　O．1ppm（孝5×10一？M）を用いて不定芽形成の

比較実験を行なった結果，種子から誘導した濤十郎，剣持において，筆者の場合と同一

培地で継代3代目カルスにおいて不定芽の形成を認めた。また，魯桑および剣持の子葉

から誘導したカルスを筆者の場合と同一の培地に移植し培養したところ，前者で40日目，

後者で80聞ヨに不定芽の形成が認められたことから，山本はこのL．S十NAA5×1r6M
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十KIN10『6M培地は不定芽形成を起し易い条件を具えていると報告している。培養カル

スから不定胚，不定芽および不定根を分化させるための条件として17），（a）オーキシン

濃度を下げるか，培地からオーキンを除く。（b）2，4－DをNAAまたはIAAに代え

る。（G）サイトカイ乱ン類を加える。（d＞ジベレリンを加えない。（e）チッソその他の

塩濃度を高くする。（f）長く継代培養したカルスを使用しない。などが有効であるとの

べている。筆者の用いたNAAおよびK：IN濃度を5×10　7～5×10F6M並びに5×10｝7

～10－6Mにおいたこと，　L．　S培地はチッソ量が高い点など，再分化培地として使用し

た一連の組成は，たまたまこれらの条件に適していたといえるかもしれない。

　不定芽形成数は，清十郎が一の瀬，水沢より断然多いが，不定根発生数は逆に水沢が

断然多く，清十郎は少ない。このことは品種という造伝的な差異に支配された反麻であ

り，クワの生長速度とも関連していることは察するに難くない。

　一面においてクワが生育するにつれて全能性（totipotency）が変化しつつあること

もうかがえる。すなわち，二条，二二といっても桑門の1個体としてみれぽ，細胞の増

殖能，分化能は極めて明確な方向に向っているが，それだけにかなり小さく，逆に下胚

軸は未分化であり，細胞の増殖能も極めて大きいことを明解に表わしていると考えられ

る。

　木本植物であるクワの培養カルスから不定芽の分化に成功したということは，草本植

物でのカルス培養と同様，ひとり細胞分化の研究面にとどまらず，クワの生理学，さら

には育種的応用面などに寄与することが考えられる。

5．摘 要

　従来，クワ培養カルスからの器官再分化は極めて囲難視されていたが，本実験は下胚

軸の培養カルスから不定芽を形成させ，再分化によるクワ個体を育成することができた。

　その結果はつぎのように要約される。

　（1）不定芽が形成された再分化培地は，従来のM．S培地からL．　S培地に代えたもの

で，その生長調節剤濃度は，a．　NAA5×10用6M十K：IN10皿6M，　b．　NAA5×1r7M十

KIN5×1r6M，　C．　IBA5×10門6M＋KIN10－6Mの3種である。このうちNAA5×10｝6

M十K：IN10『6Mが最も良好であった。

　②　不定芽形成をみた培養カルスは，暗条件の培養によるCカルスで，不定根を分化

したものは不定芽の分化が少なく，両者の関係は反対象的であった。

　（3＞不定芽の形成は，カルス表面の周辺分裂組織の葉原基から分化したものと組織観

察から推定された。

　（4）育成されたクワ個体の体細胞染色体数は2F28で，2倍体であることが確認さ

れた。
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Sum凱a町

　　　Studies　on Formation　of　Adventitious　Bud　and　Growth　of　Plantlet in

the　Hypocotyl Callus　of　Mulberry．

Kengo　OSHIGANE

　　　At毛ached　Faci玉ity量n　Experimental　Farm，　Faculty　of　Textile　Scie鍛ce

and　Technology，　Shinshu　University，　Ueda　368，　Japa難．

　　　In　this　exper圭ment，　an　account圭s　given　by　results　oa　the　effect　of

adventitious　bud　in　cultured　callus　of　hypocoty1．　A難d　thencefor毛h　the

plantlets　by　the　rediffereRtiation　were　deve王oped　i簸to癒e　adveIltitious　bud．

　　　The　results　ob毛ained　are　summer三zed　as　follows．

　　　　1．　Lills燃a三er　and　Skoog　mediu斑　（L．　S鵜edium）to　deve王op　i難to

　　　adventitious　bud圭rom　the　ca1王us　of　hypocotyle　was斑ore　succesful

　　　for　this　experlment　than　M．　S　medium．　In　the　case　of　ca11us　culture

　　　each　compound　of　plant　growth　regulator　added　to　L　S　medium　was
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NAA5×10"5M-FKINIe-6M, NAAsx10'6M+KIN5×10"7M and IBAsxle-6M
+KINIO-6M, in which the medium with NAA5xlO-6M+KINIOM6M had

made remarkably to develop adveRtitious bud.

  2. The cultured callus with a capacity of developing adventltious

bud was C-callus that had been propagated under dark condition.

C-callus dispiayed, however, that the more the adventitious root became,

the smaller the adventitious bud did, and vice versa.

 3. It would be suggested that the occurrence of adventitious bud

was differentiated from a leaf primodia in the peripheral meristem on

the exodermis of cailus.

 4. In this experimeRt, the chromosome numbers in each of somatic

cells in plantlet were in vitro constituted 2n=:28. These cells, therefore,

were the diploid chromosome number.
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