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ケヤキの版芽と芽生えの組織培養

伊藤理d出(1) .近藤顧.(1) 

Rie ITO and Teiji KONDO 

Tissue Culture ofAxillary Buds and 

Seedlings of Zelkovαserrαtα 

要旨 ケヤキ (J;elkoιlα serrαtαMakino)について肢3ft;";長と穿生えの培養を行った。

27~32 

股芽培養では窒素成分を半分にしたMst古地にBAPをlμMもしくは5μM添加Lた系で培

養を行った。その結果，外植体当たりの発穿した芽の数は5μMの方が多かったが，生じたシュー

卜を IBAを添加した発根培地に移植すると， 111Mで培養して生じたンュートの方で， 両い発

根率が得られた。

芽生えの培養では肢非主主養と同じ培地にBAPをlμMまたは 5μM， もしくはゼアチンを

lμMまたは5μM添加した。その結果，外植体当たりの発生したシュー卜数は5μMBAPが

最も多かったが0/ュー卜は細心発根には至りなかった。 一方自 μMのゼ了チンにおいて，発

根可能なンュー卜が最も多く形成された。

Summary 

Tissμe culture 01 αxillary bμdsαηd seedlings 01 ZeLkouαserrαtα Vlakino was carried 

out. Axillary buds were cultured on a modified MS medium (half strcnεth of nitroge 

nous comp口口巴nts)containing 1μM or 5μM BAP. As a rcsult， morc buds sproutcd oul 

in one cxplant on the medium containing 5 μM  BAP. When the shoots were transferred 

to a rooting medium (half str巴nεthof modified VlS medium with lBA)， the highest root-

ing rate was seen in the shoots sprouted on the medium containing 1μM HAP. 

For s巴edlings，the same medium as axillary bud culture was used. The medium con-

tained BAP (J ，5μ¥1) or zeatine ( 1，5μM ). 5μl'v1 BAP formed many shoots， but they 

wore weak and showed poor root-forming ability. Un the other hand， many sboots with 

rooting ability were cultured on the medium containing 5μ:Vl zeatin8 

(1) 林木育種センタ-National. For. Tree. Broed. Ccntcr 
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1 はじめに

ケヤキ CZelkouαserratαMakino)はニレ科の落葉広葉樹であり u本の代表的な有用広葉樹の

つである。材は色沢・材質ともに優れており，建築材や家具材等に用いられ，特に，心材が亦褐色を呈

するアカケヤキ(ホンケヤキ)や秀杢のあるものなど，材質によっては非常に高価なものがある。近年，

材価が高いことや資源量が減少しつつあることから， ii主林技術・育樋技術の向上が必要とされており，

優良なクローンの増殖技術の開発が望まれている。ケヤキはさし木が凶難であるため，組織培養を周い

た増嫡法の確立は造林や育種を進めていく上で重要であると考えられる O

ケヤキの組織培養の試みは多くの研究機関で実施されており，中でも版芽培養は不定牙の培養と比較

すると遺伝的に安定であり，優良クローンの増嫡法として有効な右法と考えられ，研究例は多い，3)4) 5) 

日)11)。ケヤキは培養を継続するとカルスの褐変に伴い苗条が枯死することから， これを防くための培

地添加物についても研究例がある 4)21)。また，発恨・ 11固化の条件も検討されており， カルス化すると

順化段階で腐れがはいる。このため，インドール階酸 C1 B A)浸漬処理後のシュートを， Durzan & 

Lopushanski C 0 L)培地 1)の全構成成分を半分にした培地を添加した，パーミキュライトと鹿沼|

の混合用士で培養を行ったとき，カルス形成は押さえられ高い順化率が得られている 17)。

一方，不定芽の培養では，カルスを経た場合はiit伝的変異性が大きいと言われており，その変異性を

利用した育種や，披芽培養より増殖効半の高い大量増殖の司能性がひらける。しかし， ケヤキでは不定

芽の観察例 2)14) はあるが， カルスの褐変後に枯死していた。これについて検討した結果， EE田らはフェ

ニル尿素系のサイトカイニンの一種である:-.J-C2-chloro-4-pyridyl)-K'-phenylurcaC C P p U) を単

独で高濃度添加した時，葉外植体より不定穿が得られ， 11順化個体も得られた15)16)。これまでの報行では，

ケヤキの不定ff形成にオーキシン添加は効果がないか，または阻害的な場合が多く 13)11) 15) 16) ベンジ

ルアミノプリン CH A P)での不定芽形成及び発根の例はあるが 8)ィ、定矛形成には BAPより

CPPUの方が宵効である 13)15)。しかし， CP P Uを用いても，シュ トのガラス化や枯死のため，発

根・ 11国化は岡難であり 13)16) 培養条件の改善が期待される。

ケヤキの組織培養は成木を材料にしたものが多いが，反応性の高い芽牛えの培養で得た知見が成木の

培養を行う上で参考になると考えられる O また，ケヤキの結実は隔年性であり貯蔵性も低い。選抜伺体

または交配等により得られた少数の種子からの迅速な大量増殖には組織培養が有効であると考えられる。

芽生えの培養は研究例18)叫が少ないため，基礎的なデータを蓄積する必要があると思われる。

今凶はケヤキの肢芽培養と芽生えの培養の試験を行った結果をまとめ，報告する。

2 版芽培養9) 

2. 1 材料と方法

1987年5月巾旬林木育種センター構内のケヤキ(約7年牛，樹高2.5m)から当年伎を採取し，版!J'を

1個合む2cmの小片iこし， 70%エタノールで3分間，さらにTween80を数滴入れた次亜塙素酸ナ卜リ
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ウム水溶液(有効塩素濃度，約 1%)で10分間撹梓しながら滅菌した。次に，滅菌水でよくすすき¥試

験管内の培地に植え込んだ。 f}j代培養はMurashige & Skoog (M S)培地12) の窒素分であるNH4

;-，)03とKN03の濃度を半分iこしたMS改変培地(l/2NMS情地)19)を用い， B APをlμM，5μ 

Mの2種類の濃度で添加し，各濃度50本ずつ外植体を柏え込んだ。ショ糖は30g/ fi，寒天は 8g/fi

加えた。植え込み3週間後に伸長したシュートを数え， BA Pを6μM合む 1/2NMS培地に植え継

いだ。その際 1cm以上のひたシュ トを発恨培地に移した。発根崎地は 1/2NMS培地の構成成分

を半分にし，寒天を 6g/fi加えたもので， 1 B Aを8μM含む。また，淋代培養 2カ月後に{II11立した

シュー卜を，発恨培地に移した (Table3 2凶I=D。培養条件は， 1日16時間日長， 2，5001ux， 250Cと

しfこ。

2. 2 結果と考察

Table 1に示したように μMで23個 (16%)，5μMで11個 (28%)の外植体に雑蘭が生じた。

雑蘭が生じなかったもので般芽から発芽したのは μMで15個 (56%)，5μMで23伺 (64%)で，

5μMの万がやや多かった。植え込んだ終版芽部から発芽した芽の数は CTable2)， 1μMでは 1~ 2 

伺，平均1.3個であり，披芽のみあるいは版牙と副穿が発芽した。 5μMでは， 2 ~4 例，平均2.5例の芽

が発芽し，披芽・両Ij芽のほかに不定芽が生じた。クヌギの披芽培養でも， B A P濃度が高くなると不定

芽が生じることが報告されており日)10) 本試験でも同じ傾向を示した。

BAP 
濃度

Table 1. 初代培養により発芽した肢芽の数

Number ufaxillaryア budsspruuting out in primary culture 

植え込み
伺数

雑菌汚染
個数
残存
個数
発芽
個数

Concentra- Number of Number of ~umber of Numbcr of 

発芽個体/残存
個体 (%) 
Perc巴ntagc

tion inoculated contamina- survival sproutod of sprouted 
explants of BAP cxplants lcd cxplants cxplanls expla口t8

lμM 

5μM 

50 23 27 15 

50 14 36 23 

Table 2.肢芽当たりの発芽した芽の数
Numbcr of buds sprouting out pcr axillary buds 

I3AP 発芽した芽の数
濃度 Numbcr口fbuds盟主盟主昼

Conccntra- 2 3 4 d十
lion of BAP Total 

lμM 

5μM 

10 * 

O 

5 

10* 

。
8* 

。
5 

15 

23 

* 発芽した芽の中でシュートを形成したものは発根培地に移植した。
The buds formcd shoots were transplanlcd to 
rooting mcdium. 

56 

61 
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植え込んでから 3週間後に 1cm 以上に伸長したシュ トは， 1μMでは4本 5μMでは 5本あり，

lμMのシュートは 5μMのものに比べて太く，長い傾向をぶした。これらを発恨培地に移したところ，

lμMの2本が発根したが 5μMで

は発根が認められなかった (Table

Table 3. シュ トの発根率
Rooting perccntagc uf thc shoots 

3 1回目)0 5μMでシュートが発根 初代培養の
BAP濃度 l回Ei(%) 

しなかったのは， シュートが細かっ COl1c. of BA P 
2凶目(%)

たことによるものと考えられ，発根

培地への2同日の移植では，移植し

たシュー卜の人きさを1[ul目に比べ

大きくしたところ発根率が向上した

(Table 3 )。

以上のことから，今同用いた材料については，初代培養はBAPをlμMで行い，版見ーから太いシュー

uf primary 
cult.ure 

First time Second tirnc 

lμM 2/4 (50) 

品μM 0/5 (0) 2/12 (17) 

トを形成させ，発根培地に移す方法が，より早く苗を得る方法として適当であると考えられた。

3 芽生えの培養7)

3. 1 材料と方法

1990年11月卜旬に林木育種センタ一長野事業場において採集されたケヤキ種了を実験室内でパーミキュ

ライトをいれたプラントベッドに播種し， 8週間後，本葉が 4枚出た時期の芽生えを外柏休として用

L 、fこ。

芽生えの地上部を採取し， 70%エタノールに30秒間， Twee口80を数滴}jUえた 3%の過酸化水素水に 5

分間浸漬し撹件下滅菌した。これを滅南水で 刷洗浄後，葉の大部分と佐舶の下端を切り恰て， 上陸軸

と本葉の葉柄部分をつけた芽生えを調整し，培地30mfの入った200mf容の培養瓶に植え付けた。

培地は 1/2NMS培地を用い， ショ糖を30g/Qと窓天を 8g/Q加え， P Jlを6.71こ調整し， それ

に， BAPをlμMまたは 5μM，もしくはゼアチンを lμMまたは6μM，それぞれ添加した 4処県

灰で4週間，培養実験を行った。発根・ 11固化試験は以下の実験系で行った。 4週間培養して生じたシュー

トを切り取り， 200μMの濃度の IBAに2時間浸漬した後，パーミキュライトと鹿沼土を等量混合した

ものを培地支持体とし，構成成分を半分にしたDL液体培地を加えた培地に植え付け 8週間培養した。

さらに発恨した植物体を上記の混合 Lの入ったビニールポットに移しビニールをかけ，徐々に穴をあけ

1lIi'i化を行ゥた。培養条例は， 16時間日長， 3ヲOOOlux，250Cの人T)l:司明室内で行った。

3. 2 結果と考察

培養4週間後の結果は， Tablc 4に示したように，シュート本数の平均では， BA Pの万がゼアチン

で培養したものより多くなり， sA p，ゼアチンともに lμMより 5μMの方がシュートの本数が多く

なった。 BAPlμMより 5μMの方が，発J，J二したjfの数の平均で約1.7倍多くなっており，成木の験芽

培養での約1.9倍引と類似した結果が得られたことは興味深し、。特に， BAP 5μMでは最高15~，
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Table 4 ケヤキ芽生えからのシュート形成に及ほすBAPとZeatinの効果
Effect of BAP and zeatin on shoot formation 
from seedling explants of Zelkouαserrαtα 

サイトカイニン
の濃度
Conccntration 
of 
cytokinin 

供試数
(個)
?¥;umb巴r
of 
explaηts 

生存数
(%) 

ド巴rcentage
of 
survived 
cxplant日

シュー卜の 1 cm以上の
本数/外植体 シュート
(本/外植休(本)
'¥!umber .'-Jumber of 
of shoots 
日hoots over 1 cm 
/ cxplant / explant 

最長シュート
の長さの干a均
(c m) 

Mean length of 
thc longest 
shoot日 ln
each explant 

B A P 1μM 32 4.1 1.67 

0.95 

1.84 

6μM ワ
u

q

4

0

4

『
U

っο
q

d

Zcatin 1μM 

5μM 

引

例

制

川

間

1

1

0

υ

っU
Q

U

t

l

n

リ

1
1

つω

7.1 

1.8 

3.8 2.66 

平均7.1本のシュートが生じたが， シュー卜は脆弱で，集・主主ともに小さく発根までには至らなかった。

ー方，セ、アチンの万はBAPと比較して， シュート本数は少ないが，葉は大きく茎は太く，最長のシュー

卜長は長い傾向があり，発桜， 11憤化がはJ能であると確認されている 1cm以上のシュー卜本数が多くなっ

ていた。また，ゼアチン 6μMで培養した場合では 1cm以上のシュート本数は半均2.8本最長のシュー

トの長さでは、ド均2.66c皿と最高値を不し，一部を発桜・順化させており，本試験の処理灰では植物体の

再生の点で長も良い培養条何であるといえる。

今後，より高濃度のゼアチンを添加した培養や継代培養条件の検討などの培養条件の改良によって，

発恨可能なシュー卜本数の附加が期待される。

芳'!C七えの培養では様々な外植体の調整法が考えられるが，ケヤキの種子の滅菌は困難であるため20)

無菌種Tの調整は良策ではなL、。また，芽生えの~頂培養の例18) と比較すると，本試験の外植休の調整

法は簡便であるが，同様の培養条件ドで同等の増殖率が得られており，実際の増殖法として台効である

と.ftJ、われLる。
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