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ク ロ マ ツ の組織培養
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Tissue Culture of J apanese Black Pine 
(Pinus thunbergii) 

Summary 

ln a汀lawreembryo culture of Pinu.s thuηbergci， ，]μ:¥:1 liAP was added to th巴 prlTnary

culture meaium. i¥I{NOLIコandEHIKSSοN (A日) mcdiurn and GnEssHul♂ド乱nd D()v 

rnediurn wen、SUlt乱blefor culture. Activc ch乱rじoalwas cffccti vc f口rthc elongation ()[ th口

"boot at 0.5% (W/V) 

1'hen: was 白 differenc肝 among20 open-pollinaied familie日 inlhe nurnber o[ adventi 

tlous buds and the weight of the cuiturcs. 1'h巴 cultur巴 conditionsfor the gcrminated sccd 

Imgs wcre diffcrcnt [rom that for thc embryo culture. In th8 primarツ cultur巴 medium，

:0μM I3AP and 1μM l¥ AA werc added io thc AE mcdium. 'J'hc conccntralion of the me-

dium was adequate at half or one-fourth of the ori百inal concentra¥Ion of lhe AE 

:¥:Iedium 

要旨 クロマ Yの妊培養及び芽生えの培養における培養条件を検討した。肝培養における，不定

芽の分化については， 6ーベンソ jレアミノプリン CBAPJを5μM程度の濃度で培地に添加寸

るのが適当であった。培地の種類については，用いた 5種類の培地のうち AE培地及び GD培地

が適~であった。分化した不定芹からのンュートの伸長及び穿の数の増加には， 0.5% (W/V) 

の活性炭の添加が有効であった。ィー定芽分化における家系間差異について!関東育種基本区のク

ロマツ精英樹の自然受粉種子 20家系を用いて調べたところ，分化した芽の数主主びI音養物の中電

に家系間差異が見られた。芽生えを用いた供養における不定穿の分化については， BA  Pを10

μM， a←ナフタレン酢駿を lμM培地に添加するのが適当であったの 培地の濃度については!

AE基本培地の 1/2倍または 1/4倍が適当であった。

1 はじめ に

クロマツとタイワンアカマツとの種間雑種であるヴカマツの種子はう花粉の入手?交配作業，種了の

生産性上の問題から，貴重なものになっている。ワカマツの種子を用いた培養法について検討している

が 10，15) 試験用に多量に用いることが難しい。クロマツは，ワカマツの雌親であることから，培養条例

においても，ワカマツと共通点があると考えられ，クロマツの種子は，多量に入子できる。また，クロマ

ツにおいても 7 ツノザイセンチュウ抵抗性側体が選抜されており，抵抗性個体からの種了生産も近々可
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能になると予想され，少量の種子ーからのi同本件斤fに組織坑養の利11]が期ねされる O クロマツの培養につ

いては，これまでに匹培養を行った例はあるが可報告数は多くない 5、7、19)。そこで，クロ 7 ツを用いて，

培養系の確立のための試験を行った。培養は，成熟佐をJtj¥、た肱陪養と，芽'1:えの+部を用いた培養につ

いて検討した。

2. 1 不定芽の分化14)

2. 1. 1 材料と方法

2 匪培養

クロマツ精英樹鹿島 1号の自然、受粉極 fを同いた。 碍{の滅菌は 7%過酸化水素;j-(中で，マクネチソ

クスターラーで撹搾しながら15分間滅菌し，その後 l晩減雨水に浸漬した後，再度 7%過酸化水素水で

1 5分間滅菌し，クリーンベンチの中に持ち込みサ減閑水で 2~ 31uJすすいだ。脈の摘出には‘実体顕微

鏡を用いた。培養室の条件は.250C， 3，000lux， 16時間口長であった。培地には. GD改変培地 (GD 

培地)2日)及びLP培地1)を用いた。初代情養では，これら両l青地に， BAPを， 0， 1句 5， 25μM添加l

し、約 1カ月培養した。培養には 9cmシャーレを用い， 1シャーレ当たり 5ijf植え込み， 1処理区白シャー

レ， 25Jlfを柄え込んだ。初代培養後可約 1カ月おきに， B ̂ Pを添加しない初代培養と luJじ倍地に 2田

植え替えたあと守 1壬の弓:存率及び長さが 2mm以上の茅の数を調査した。

2. 1. 2 結果と考察

初代出養では， I山j培地とも枯死する肺がほとんと見られなかったが町継代培養を 2r可繰り返すうちに

枯死する腔や雑菌に汚染された脳が生じたので‘雑菌に出染された胞を除いた'+.存ヰくを表 lに示した。

表 l 継代 I斉養後の IAの牛存率

培士也
Ri¥P濃度

f共試IW数
初代，端末代培養後の'1:存ij，f;数 牛存率

(μM) 者刃 ft 継代 1同甘 材、代 2回11 (%) 

GD 。 19 19 19 19 100 

20 20 19 18 90 

5 25 25 25 25 100 

25 25 25 21 22 88 

LP 。 21 21 20 19 90 

22 21 20 18 82 

b 18 18 16 13 72 

25 19 19 15 6 :12 

いずれの BAP濃度においても， GD培地の方が， L P 培地より牛石本が高かった。 BAPの濃度が高く

なるに従って生存率が低くなる傾向が見られたが， B A P25μMで， L P培地の生存率が32%だったのに

対しサ GD培地では88%だった。また，発芽した芽の色も， GD 培地では深緑色だったのに対し， L P 用

地ではやや淡緑色であり。 GD培地の方がクロマツの培養に過していると考えられた。なお，
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LP培地を用いたワカマツの腕の初代培養では15) 供試腕数が少なかったものの， 50μMまで生存率が

低下せずサ今回のクロマツの結果と似た傾向を示した。

継代培養後の芳一の分化数は，初代培養の BAP濃度，培地の種類によって大きく異なった(表 2)。初

代培養において BAP無添加区ではう両培地とも lつの腕から lつの芽しか生ぜず， 1μMでも，ほとん

どの眠から 5伺以 Fの芽しか生じなかった。 5μMにおいては， GD培地では，平均11.0伺，最高

45個， L P培地では，平均7.5個，最I白'J1 8伺の芽を分化し両階地ともこの濃度で最もよく芽を分化し

士吉 地
I3AP濃度

(μ:¥1) 

表 2 継代培養後の穿の分化数
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た。 25μMにおいては， GD培地で平均10.3個， L P階地で平均6.0個と， 5μMに比べて減少した。以

上のことから，クロマツの脈は， GD培地lこう BAPを5μM添加して培養するのが適当であると考えら

れた。

2. 2 培地の種類11)

2. 2. 1 材料と方法

不定芽の分化の条件を検討する際に用いたGD培地及びLP情地に加え， AE培地2) D C R培地6)

SH改金培地18)を周いて，不定芽の分化における培地聞の比較をわった。材料には，クロマツ精英樹鹿

島 l号の白然受粉樟子を用い，名培地30gィ、ずつ用いた。種子の減蘭法，匹の摘出法，培養室の条件は，上

記と同様である。初代培養では，培地に BAPを8μMの濃度で添加し，約 lカ月間培養し，継代培養で

は， BAPを抜いた初代培養と同じ培地に，約 1カ月おきに 2田植え替え，芳三の数，培養物の牛一甫を調査

した。 培地に添加したショ糖及び寒天の濃度は，それぞれ30g/p.， 8ε/P.に統ーした。

2. 2. 2 結果と考察

継代培養後， AE， DCR， LP培地で枯死した腕が見られた(表 3.)0A EJ青地では，芽の数が 3~

38伺，平均17.7伺と，用いた培地の中で最も多かった。この培地では，培養物の成長が早く，特に 3Jl.fに

ついては，大きくなったので 2凶日の継代培養の際に切り分けた。 GD府地では，芽の数が 1~19個ヲ

平均8.4個で，この培地でも成長の良いものがあった。 DCR培地では， 4 ~12j悶，平均6.6個， L P 培地

では， 1 ~16個，平均7.0伺， SH培地では， 2 ~13個，平均6.5個であった。各培地での芽の数の半均値
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表 3 継代士吉養後における各士山地での穿の数と培養物の守重

培地
供試

生存脈数
身 の数 (例 ) 生 重 Cmg)

匹数 平均 前 襟準偏差 十 均値 標準偏差

AE 28 21 17.7 9マ6 266.8 203.5 

DCR 15 11 6.6 2.3 72.6 17.9 

GD 25 25 8.4 4.1 89.3 49.3 

LP 27 25 70 3.8 88.1 23.5 

SH 29 29 6.5 3.4 69.8 20.1 

を t検定法で検定すると， AE培地では可 1%水準で牙の数が有意に多く， GD培地でも残る 3t有地に比

べて多い傾向にあった(表 4.)。

表 4. 芽の数における培地の影響 (t検定法ーによる)

培地 i¥E DCH GD LP SH 

AE 4.24本市 4.46字率 5.17ネ牟 5.87ホネ

DCH 1.50 0.39 0.09 

GD 121 1.83 

LP 0.53 

SH 

表中の数値はt値

* * 有意水準 1%

継代培養後の培養物の生重においては(表 3)，A E培地で94~978mg，平均266.8mg と，用いた塙地

の 11 1で長も重く 1 切り分けた培養物の成長が特に良かった。 GD培地ではうれ~281mg，、v均89.3mg ，

LP培地では， 54~111mg，平均88.1mg と，同程度の値をボした。 DCR培地では， 12~108mふ半均

72.6mg， S H培地では， 36~ 1l0mg，平均69.8mgと，ともに低い値を示した。各培地での生重の平均値

表 5. t七重における培地の影響 C1検定法による)

培地 AE 

AE 

DCR 
GD 
LP 
SII 

表中の数値はt値

* * 有意水準 1%

* 有意水準5%

DCR GD LP 

3.54 .帯 4.24ホ 愈 1.36'傘

1.23 2.13 • 

。マ39

SH 

5.20場事

0.45 

1. 95 
3.09離*

を t検定法で検定すると(表 5)，A El奔地は，他の 4培地に比べて 1%ノk準で生重が大きく， L P培地

及びGD培士tIlもやや大きい傾向があった。



クロマツの組織培養 107 

芽の色は， AE培地では正常な緑色あるいは淡緑色であった。 GD培地ではやや深緑色をしており，こ

れら両培地の成分はほぼ適当であると考えられた。 LP培地では，生重はql程度だったものの，緑色が維

く，何らかの成分が適量でないと考えられた。なおう GDおよび LP培地での結果は，不定芽の分化の条

件の検討の際の結果と同じ傾向を示した。

以上のことから，継代培養後の芽の数，生重，芽の色を総合的に考慮すると，今同試験した中ではAE

土台地がクロマツの肝培養に適当であると考えられたが，芽の色，生存率に若十の難点があることから，改

良の余地もある。クロマツの腔培養において， AE培地と GD培地を用いて アミノ酸類の効果を調べた

報告では21) GD培地の無機多邑要素に， MS培地の無機微量要素，グリシンを除いた有機物及びAE培

地のアミノ酸類を原報告の 1~3 倍の濃度で用いるのが適ごうとしている。最適な培地についても今後検

討する必要がある O

2. 3 活性炭の添加によるシュートの伸長12)

2. 3. 1 材料と方法

GD培地に BAPを5μM添加した培地て、腔を約 lカ月間初代培養した。その後， BA  Pを添加しな

い初代府養の培地およびその培地にi，Iitl炭を0.5%の濃度で添加した府地で，約 1カ月間隔で 2凹継代培

養した。なお，ショ糖は，向培地とも30g/1!，寒天はう初代培養及び活性炭を添加しないよ古地では 7g/

1!，活性炭を添加した培地では 9g/1!とした。材料には，クロマツ精英樹鹿島 l号の自然受粉穂子を用

い，初代培養を lカ月行った後， 2種類の継代培養のtg地に20脈ずつ用いた。継代培養後，切り分けたシュー

ト塊の数，シュ トの最大長(最大シュート長)，芽の数，生重を測定した。

2目 3. 2 結果と考察

初代培養では， 2. 1不定芽の分化と同じような反応を不した。活性炭添加培地及び無添加培地に，

それぞれ20腔ずつ植え込んだが，前者で 3Rモ，後者で 2nモが枯死した。継代培養後の培養物を写真 1に

示し，シュート及び茅の調奇結果を表 6に示した。切り分けたシュート塊の数では，同培地聞に売がな

写兵 1 "/ュートの伸長における活性炭の効果
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種子
No. 

活性炭，添加培養

表6 継代培養の培地への活性炭添加の効果
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半均値

t検定

208.7 

* * 
1.8 9.1 25.2 

* * * 
802.6 

* * 
1.8 3.1 

* * 
16.7 

本

* * 台意水準 1%
* 台意水準 5%

かった。最大ンュート長では，活性炭添加培地で 3~20mm，平均9.1mm，無添加培地で 2 ~ 4 mm， 

平均3.1mmで，両培地問に 1%水準で有意な差があった。芽の数では，活性炭添加培地て‘1O~53伺，平

均25.2個，無添加培地で 5~43何，平均16.7個で， I向培地聞に 5%水準で、有意な差があった。芽の数にお

いては?活性炭添加培地の方が多い結果になったがう活性炭添加計地ごは，芽の原基から肉眼で確認でき

る大きさになるまでの期間が短いために継代培養後の芽の数が多くなった可能性もあると考えられた。

生重では，活性炭添加培地で261~1 ， 649mg，平均802.6mg，無添加培地で44~671mg，平均208.7mg で，

1%水準で有意な差があった。

以上のことから，継代培養後の培地への活性炭の添加が‘シュー卜の伸長，芽の数の増加 r七重の増加

に効呆があり，活性炭を添加することで発根までの継代培養の期間の短縮が可能であると考えられた。

継代占有養の府地に活性炭を添加がシュートの伸長に効果があることは，多くの植物で報告されており，そ

の原閃として，植物ホルモン，フェノール系物質やオートクレーブ後に生成される毒d陀のある物質などの，

シュートの伸長を阻害する物質を活性炭が吸着することが考えられている4)。テータマツの匹培養におい

て、継代培養の培地への活性炭の添加が，不定芽の伸長に効果があることが報告されている 17)。また 7 活

性炭を添加した培地では，Js天濃度を上げたにもかかわらず?オートクレーフ後の培地の固まり々が弱かっ

た。ドイツトウヒでy 寒天濃度が低いほどシュートの仲長が良かったという報告がありの，培地の固さも

影響している日J能性がある。
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不定芽分化における家系間差異16)4 2 

材料と方法4. 2. 

関東育稀基本区のクロマツ20精英樹の臼然受粉種子を用い，各処理20脹ずつ用いて初代培養を行った。

初代的養には，半分の濃度にした AE培地に BAPを5μMまたは25μM添加した培地を用いた。継代

培益には， BAPを添加しないわj代培養と同じ培地を用い，約 1カ月間隔で2回継代培養した。培地のショ

糖濃度は， 30g/ f1.，寒天濃度は， 8g/ fI.とした。

結果と考察2 4. 2. 

初代培養後の培養物は， BA P25μMの方が芽の分化数が多かったが，芽の数が小さく計数するまでに

は至らなかった。継代培養第2代後の生存率は，初代培養の BAP己μMでは供試した全家系、".均で36

%まで低下し， 25μMでは22%まで低卜した(図 1.)0 B A Pの濃度別では， 25μMの方が1:fiーギが低く，

5%水準で釘意だった。家系別に見ると(図 2.)，片 i甫l号のように両濃同濃度聞の相関係数は0.-16で，

度とも生存率が高いものもあれば，可児 5号のように両濃度とも低いものもあった。また， 25μMでは，

4家系の牛存率が Oだった。

芽の数においては，初代培養BAP5μMでは供試した全家系平均で5.2個， 25μMでは平均 6.3個で

あった。家系別に見ると(図 3.)，南設楽 l号が 5μM，25，uMとも最も良かった。図からも読みとれる

ように， 5μMで芽の数が多かった家系は， 25μMでも多い傾向にあり， 25μMにおいて供試した腔がす

べて枯死した 4家系を除いた16家系における， 5μMと25μMの芽の数の相関係数は0.56で， 5 %水準で

5μMでは家系聞に 5%水準で宵忌な差があり， 25μMでは有志な差が見白A音、だった。分散分析の結果，

られなかった。
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培益過程における生存率の推移凶 l
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関 2. 継代培長後の家系別の牛存率

、、，ノ個

旧

日

〆
4
¥
守

一

z ?2ltsslfJM 
14 

O 

箱額東久片片松大箱北 n]uJ 北新鹿浜浜片 nJI羽
根田茨慈浦浦戸井根相児児相城島松松浦児 4
3 1 平 4 1 2 馬 7 4 馬 11mm35T

2 

凶3 継代1-g.長後の家系日Ijの非の数



クロマツの組織防養 111 

情養中V)の生重においては，初代培養BAP5μMでは供試した全家系半均で 190.2mg，25μMで平均

294.9mgであった。家系別に見ると(p文10，浜怯103弓は‘ lilJj濃度とも'1一君が大きかったが，t~一浦 4 弓サ

片浦 l号、 uJ児5サのように 5μMでの牛電はんきくないもののおμMではんきい値をぷすものがあっ

(mg) 

600 -t 
医ZBAP 

5μM 
ss BAP 

25μM 

500 

400 
生

重 300

200 

100 

O 

額箱東片箱北片可児久可南鹿島片浦北松司松浜大新城怯浜
白根決 j甫根相浦 慈児設楽 相馬 Fヨ児 井
1 3 城 4 2 馬 5 7 ~ 1 3 .~ 1 4 101 1 1 1閃

2 

凶 4， 継代培養後の家系別の情養物生重

た。枯死したものを除く 16家系における， j，Trj濃度間の相関係数は0.17で有意ではなかった。分散分析の

結果 5μMでは家系間に 5%水準で有志な差があり， 25μMでは 1%/J<，準で宵意な差があった。

以上のように，今回向いたクロマ y精英樹家系では，旺培養において牙の数政び培養物の生重に家系間

差異が見られた。また，生{f率においても家系間で人きな途L、があっ t~o これらのことは?クロマツの脈

府養を実用化する際に，府養に適した家系を選ぶことが必要なことを示唆する O クロマツの脈培養には，

今凶の供試家系の中にも入っている鹿島 l一弓の臼完全受粉種子を用いてきたが，継代培養後に枯死する脱

が多かった。用いた樟了一の市}jの問題もあるがう AE培地の何らかの成分が適当でないために起こる可

能十|が高('0今後培地の成分について検討する必安がある。分化した牙の数についても，これまでの結

果に比べて少なかった。このことは，樟子の保存状態が以くなかったために揮下の活力が落ちたか，ある

いはA日清地をず分の濃度で用いたことが山くなかったかのどちらかの口J能性がある。ただ， AE培地

を半分の濃度で刷いることについては，予備実験において基本塙地と千分の濃度の培地とが芹ーがなかっ

たことから今炉|用いている。

今同調査した形質のうち，生存率，芽の数は増殖効率に大きく影響し，生重は培養物の成長に関係して

いる。そこで，今回供試した家系について，これら形質ごと， BA P濃度ζ とに偏茅:値をとり， 5段階の

指数で評価した(表 7.)。この指数を基に，生有率が{尽くなく， /干の数及び生重がよいものを選び?表中

にO印を付け，逆に成績の良くなかったものに×印を付けた。同じ条件で培養するのには，この結果を参
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表 7 牛一存牛久芽の数，牛+重における家系別偏差値

Bl¥P 5μM BAP 25μM 

生存率芽の数生重判定本 生存率草の数生重判定*

林木育種センター研究報公

考にすればよL、。また，培養がうまくい

112 

かなかった家系については，培地の改良

系家

x 
n，G
η
J
h
u
η

も

u
n
/以

q
υ
n
L
q
u
η
J
 

× 2 

A
A
A
q
に
υ
q
u

。

× 

ど〉

A
U
1
n
L
A斗
A
q
L
η
L
n
J
q
u

× 

っ
リ
ワ
U

Aサ

η
J
η
，L

「J

ワ
μ

η
L
q
u
R
u
q
u
q
L
n
L
n
t
u

ワ
μ
「

D
q
J
q
u
q
L
n
L
R
u
q
J

つム
A斗
A
q
u
n
L
η
d

× 

× 

2 

η
t
u
nべ
U
4
4
ι
n
i
υ

× 

。。

×

0
0
 

。
ム
ワ
ω
η
δ
η
J
O
G
Aム

n
L
O
ム
ワ
ω
η
J

ワ
ω
4
A
4
A

にD
a
a
I

ワ
ω
n
J

ワ
u
n
J
P
U

× 

× 

つω
n
4
4
A
A吐

ntU
の
L
q
u
n
L
O
L
A斗

O
L
Q
U
A斗

A
q
q
t
u
a斗

q
u
n
L
R
U
A
1

つ臼

A
サ
q
u
A
A
A
せっ
μ
n
J
n
L
に
υ

り
白
つ
ω

つ
μ
4
A
4
A
n
L
n
，ムロ
υ

つ
L

A
サ
ワ
臼

}

d

}

4

1

J

〉

)
I
t
-
-
q
u
i
t
;
)
7

一

』

一

1
」

1
J
1
J
1
l
t
d
1
l
'
'
ι

，

t
1
J
F
t
t
1
l
A
u
n
u
t
c〔

F
l
イ

一

一

一

1
J

慈
城
島
馬
馬
戸
恨
恨
浦
浦
浦
ハ
化
船
児
児
児
同
制
域

，

茨

相

相

久

東

鹿

北

北

怯

箱

箱

片

片

片

大

浜

浜

可

可

吋

額

南

新

が必要なものもあると考えられる。

芽生えを用いた培養

怪培養では，怪を摘出するのに手間が

かかることから，より簡易に培養する手

3 

法についても検討する必要がある。そこ

で，ストローブマツで成功している，芽

生えを用いた培養法制をクロマツに適用

した。

芽生えからの不定芽の分化13)3. 

材料と方法3目

クロマツ精英樹鹿島 1号の自然受粉種

っ子を，パーミキュライトを入れたプラン

キ O印-成績が良かった家系

×印成績が悪かった家系

トベッドに播種し発芽後，子葉が展開

した直後の芽牛えを材料に用いた。子葉

を付けた約 1cmの肝軸を芽生えから切り

マグネチックスターラーで撹伴しながら 10分間滅菌した後，減閑J)<.で取り， 7 %過酸化水素水中で，

BAPと3回すすいで培地に植え込んだ。培地は， AE培地にショ粕を30g/Q，寒天を 8g/ Q加え，

オートクレーフ前にαーナフタレン酢酸 (NAA)を，豆長8に示す 6つの組み合わせの濃度で添加し，

P H5.71こ調整した。容器は，直径 2cm，高さ 10cmの俸びんを用い，各処理20倒の外植体を植え込んだ。

ホルモンフリーの同じ培地で行い、初代培養を表8に示す 6つの条件で約 1カ月間1Jいう韓米代培養は，

約1.5カ月培養した後，芽の数を調査した。

表8.初代培養でのBAPとNl¥Aの濃度及び

継代培養での培養物の継代個数

結果と考察

表8に培養過程での培養物の個数を示した。初代

2 3 

第l同第2同
継代個数継代個数

BAP NAA供試数汚染数
処理区

(μM) (μM) (伺) (個)

培養ではう外被体の7.5%に雑関が発生し，初代培

養後に，各処理あたり 3-4個が枯死し，継代培養

BAP2μM， 後にさらに 2-9個が枯死した。
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NAA1μMの区で生存数が12値と最も多かったが，

その他の区では 6-8個と大きな茅がなかった。各

処理区における，生存した培養物当たりの芽の数の

平均値を図 5に示した。不定芽は，幼芽の部分から

BAPの濃度

が高くなるに従って芽の数が多くなったが， B A P25μMでの芽の大きさは 10μMでのものに比べてや

分化しており，子葉からは分化しなかった(写真 2)0 N AAの添加，無添加に拘わらず，
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や小さかった。 NAAについては， NAA添加区の方が無添加区に比べて約 2{去の数の穿が分化し，芽の

大きさも， NAA添加区の方が大きかった。

以 1-のことから，クロマツのJJ:牛えを用いた培養では， BAP に加えて~AAを用いることが必要なこ

とが明らかになった。クロマツの腕培養では， BAPのみで不定見を誘導でき 14) N AAを加える場合も

薄い濃度で添加されているがわ'穿生えではNAAが必要であることは， ~;j\と芽生えの成育ステージの違

いによるものと考えられたo KJ¥Uしは8)ヲストロープマツの芽生えを用いて。 BA P 2 mg/ Q (約10

μM)， NAAO.2mg/Q (約 1μM)を添加した暗地で初代培養を行い，次にホルモンフリーの培地に

移植して植物体を育成した。その際，初代培養の期間を 5~6 週間にするとカルス形成が捧んになり，不

定芽の数が減少するとしているが，今回の試験ではカルス化は見られなかった。

(個)

40 

10 

30 

ハU
η
r臼

平
均
芽
数

O 

処理区

凶 5.BAPと:--1'AAの芽の分化への効果

(処理灰の番号は表8と対応している)

写真2 芽生えを用いた情養における

不定芽の分化IlAP25pM. 

NAAlμMで初代培養した

3. 2 不定芽の分化における培地成分の濃度の影響自〕

3. 2. 1 材料と方法

材料及び外植体の調整法は， 3. 1の項と同じである。培地には， AE培地の 1倍区， 1/2倍区，

1/4倍区， 1/8倍以の 4段階の濃度とし，ショ糖30g/Q，寒天8g/Qを加えた。初代培養ではう

BAPlOμM， NAA1μMを添加した培地で約 1カ月間培養した。継代階養では，培地ごとに，ホルモ

ンフリーにした初代惰養の屠地に植え継ぎ，約1. 5カ月後に，次の継代培養を行った直後に芽の数を調

査した。

表9. 培地の濃度別の芽ばえの培養経過

初代培養
第 1回 第 2回

枯死率潮
培地の濃度

何 数
継代培養 鋼業代培養 雑菌汚染数 枯死数

(%) 
個 数 伺 数

l倍区 20 15 9 6 5 33 
1/2倍区 20 18 16 1 3 16 
1/1f古ー区 20 18 17 2 11 
1/8倍区 20 18 18 l 8 

* 枯死率二枯死数/C初代培養個数雑関汚染伺数)x 100 
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3. 2. 2 結果と考察

表 9に，継代培養後の培養物の俳I数をがした。争:JJ代t{¥iをで雑|宥に汚染されたものがいくらかあったが，

枯死したものは， 1倍区で最も多く枯死ユ字は33%だったo t，lj化中は，府地の濃度が低くなるに従って減少

し， 1/8区では 5%だった。以16に町 '1{fした桔養物叶たりの!.yの数を示した。平均芸数は，1{古

(個)

11 
10 

9 

8 

平 7
均 6

~ 5 数
A
U
I
9
u

ワ
-
1
i
n
u

1/2 1/4 1/8 

処理区

閃 6 用地の濃度の芳一の分化への効巣

区10A伺， 1/2倍区10.2個， 1/4倍lぎ10.3個と，これらの灰ではほとんど同じでサ 1/8 r.ヌのみか

7.2倒と少なかったが，統計的に有意な茅はなかった。培養物の大きさにおいては， 1 倍以， 1/2倍以

で大きく， 1/8仇区で小さかった。

以上のととから，クロマツの芽生えを用いた培養では 1 培養物の枯化率や芽の分化数を考慮する

と， AE基本培地の 1/2倍以または 1/4的反が適当であると考えられた。 AHNOLD and 

ERIKSSUN 2) は，Pinu日 contortaの腔培養において， AE培地の濃度を検討し不定見の分化町発

達司伸長には基本山地の 1/4伯区が適当であると報告している九 AEJ吉地は，エンドウの主主肉から

のプロトプラストの培養のために肘いられたもので， MS培地を改定したものであり 1 塩類の濃度が品い。

今}j， 林木用の培地は， 般に塩類の濃度が低いものが多いが，今回の結果も町これまでの傾向と一致

しfこ。
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