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ワカマツの組織培養
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Tissue Cu1ture of Wakamatsu 

(Pinus thunbergii X P. mαssoniαnα) 

Summary 

97~101 

The interspecific hybrid b8tween Piημ8 thunbergii and P. mα880口tαnα18 call巴d

wakamatsu. Thi日 hybridis rcsistant to pine wood nematode. Mass propagation with 

the aid of tissue culture has b巴end巴mandcdcdbccιu日cof thc spccics limitcd seed produc 

tion. In a m且turccmbryo culturc， the whole embryo was more suiled as an explant 

than a cotyledon. GHESSHO!♂F and Doy medium was most suitable for inducing adven 

titious buds and growing the culture. BAP C6-benzylaminopurine) was added to th8 pri 

mary culture medium. Thc cullurc was subcultured to th巴 BAPfree media once a 

month. RISSEI~ and WHlTE medium supplemented with10μ]'v! IBA was suitable for root-

ing. The rooting pcrccntagc was OV巴r90% 

要旨 ワカ 7 ツの匹を用いた培養では!わずかに成長した了葉を外植体として用いるよりも，肝

全体を用いるノらが適当だった。 LP改変培地， SH培地， GD改変培地のうちでは， GD改変培地

が?不定芽の分化，培養物の成長において優れていた。初代培養の培地には， 6 ベンシルアミノ

プリン (BAP)を5μM添加した。継代培養では， BAPを添加しない培地に植え替え， 1カ

月おきに数回植え替えた。発根は， RW改変士宮地lこ， 3 インド ノレ酪酸を 10μM添加した培

地を用いることで， 90%以上の発根率を得た。

1 はじめに

クロマツとタイワンアカマツ CPinusmαS80nlαna，中同名 馬尾総)との雑種は，通称和草松(以

下ワカマツとする)と呼ばれ3) 材線虫病に抵抗性があることから8) 事業用の白の生産が進められてい

る。しかしながら，雑種を作るためには，花粉を中置から輸入し，人I受粉する必要がある。また，雑種

種子が入った球果では，クロマツの種内交配に比べて，球呆qlの充実した種子の割合が低くなるなど8)

種子ノl二産上の問題点がある。そこで，組織培養による出木生産が期待された。ワカマツは雑種の種子を

出発点として苗木が生産されることから，雑種種子を用いた培養系の確立を試みた。
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不定芽の分化62 

材料と方法2 

障子の滅菌クロマツ精英樹鹿島 l号を雌親に L、タイヴンアカマツをMfJJ.Iにした雑種極子を用いた。

は， 7 %過般化水素水でマグネチソクスターラーで出作しながら15分間滅的ーし句その後 1[従滅菌水に浸治

した後，再度7%過酸化水素水でマグネ千ソケスターラーで撹什、しながら15分間滅菌し、クリーンベンチ

に持ち込んだ後，滅菌水で31nJすすいだ。刊の摘11:は，クリーンベンチの中で天体顕微鏡で観察しなが

ら，メスとピンセットを閃いて{卜)t.こ。 抗養は， )州全体をI行委するJiil，と 子葉のみを培養するJi法を同

いた1)。豚全体を府養するJiYLでは可無l罰的に摘11:した腕を培地にそのまま植え込み， rt定のみを士吉養す

f葉が大きくなったととろで寸 f葉のみ1;1)

り取って培地に揃え込んだ。 府地は ラジアータマツでhjいられているLP改変借地(以ド LP培地と

いう)幻およびSH倍地7)を用い， 6-ベンジノレアミノプリン (BA P)を，。可

る万i1、では，無関的に摘出した杭を，培地|で 1週間I11養L，

5. 25， 50μMの濃

度で培地に添加した。培養は. 9 cmシャーレで'{Jい終処理 1シャーレとし、 lシャーレ、竹たり 5ij1~ あ

るいは5随分の子葉を植え込んだ。 培養室の条i'!は‘宅福250C蛍光灯による3000lux町 16時IHjfj長の

!照明であった。

結果と考察2 2 

匹すで{本を用いた培養における， L P改変培地での恨の'trr数及び牙の分化数を表 lにぶした。処間以

杭全体を用いた培養 (LP培地)

Bi¥P濃度 供試 異常 正常 生存 H1'匂たりすF均
分化した芽の数

(μ:V1) )}f'数料数 H1;数日高数 芳分化数

o 5 1 4 う1.1. 1 1.0 

5 3 2 11 11.0 

5 己，1 3 15.11. 9 11.7 

25 5 0 己 4 6， 6、5.5 5.5 

5 0505  5 12.4.3.3.2 4.8 

表 l

ごとに 5刷、を植え込んだが，培養後においても山色の肝が多かった。 BAPltL'v1および 5μMで牙か

よく分化し， 25μMでは芽の数が少なく 1 大きさも小さくなり， 50μMでも.11が小さく，肝1が日[1分l下jに褐

変した。 SH培地での結巣を去2に示しt::.o 5μMでIfが最も分化し， 50μMでは脹が枯死した。

ij..j;全体を用いた培養 (SH培地)表2

住当たり、1':1:'-'1
芽分化数

1.0 
4.8 

8.3 

6.0 

分化した身の数'1:存
何数

5 可 1，1， 1町 1

1 6， 6， 4， 3 

4 11 10， 6， 6 

3 7， 6， 5 。
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l 伺の恥から 7~9 値の f葉がとれた。 LP培地での F葉の生存数と牙の分化子葉のみの倍養では，

数を表3に示した。 sAPlμMで芽がよく分化し， BAPの濃度が高くなるに従い，分化する芽の数

牙を分化した F葉数

5 (20) 

3 (日)

2 ( 7) 

o ( 0) 

F葉を川いた士吉養 (LP士吉I也)

午存子葉数
(%) 

10 (10) 

9 (53) 

2 ( 7) 

o ( 0) 

f葉総数

に
-
u
η
i

ハU
1

i

q

L

1

1

q

u

つω

表3

正常
版数

っ
け
一
り
f
u
A斗
A

q

d

異常
伍数

内

/
u
qぺ
U

'

E
且

η〆心

BAP濃度 供ぷ
(μ1¥1) ij1~ 数

戸内

υ
に
J

に
け
戸
内
U

'
t
A

「
h
U

「
「
U

ハハリ

ワ
ω

に日

u主の先端ili:(i長から分化した牙は，が少なくなり， 50μMではー植え込んだすべての子葉が枯死した。

くで lifiiJ~数例形成されたが，小さいために切り分けるまでには至らなかった。 SH培地での結果を，表

lμMで最もよく芹を分化し町 25μM以上では枯先した。 Lpl1';地より高い割合で芽を1 1こIJ，，;しfこO

'trr f葉数
(%) 

21 (53) 

5 (21) 

o ( 0) 
o ( 0) 

f葉を用いた培養 (sm吉地)

1E常
杯数

}{4 

供"式
1不数

与量常
J}f、数
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LP 培地の場合と同様に?形成される芽が小さく，その後の成長も良くなかったの分化したが 1

ワカマツの稀fを材料にした培養では，子葉を用いた場合は，分化した芽が小さく、その後の成長も良

くないことから， )応全体を用いたえiが適~であると考えられるO ラジア タマツでは，子葉を用いた培養

が成功しているが1，2)今回の結果から判断するとワカマツでは適当でないと考えられた。

I白地のBAP濃度は、 5μMで長も芽の分化が多かった。アカマツのJl1;培養では、 1~ 5μMが適吋で

あり 4) ラジアータマツでは 5ppm (約22μM)が適升であるとされているが7)ーワカマツでは， アカ 7

ツよりやや濃い濃度が適吋であると考えられた。

植物体の育成 6)3 

材料と方法

岡山県林試において， 1981年に交配されたワカマツの種子を用いた。培地にはサ初代培養の条f!の検討

に用いたSII培地に加え， GD改変培地 (GD培地という)日)も用いた。 SH培地及びGDt，高地に，

3. 

ショ

糖をそれぞれ30g/Q， 20g/ Q ，寒天をそれぞれ4.5g/f! ， 7 g/ Q 加え，オートクレーブ前にpIIを5.71こ

調轄したo f聖子は，両培地とも15Nずつ用い，種子の滅菌法， ij:fの摘山法，培養宝の条件は?不定芽の分

化の場合と同じである。初代培養では培地にBAPを5μMの濃度で加え約 lカ月培養し継代培養
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では， BAPを添加しない同じ組成の培地に，約 1カ月間隔で4田植え替え，培養物を成長させた。継代

培養の過程で大きくなった芽の塊は切り分けた。継代培養後に 2cm 以上に伸長したシュートは多数あり，

このうちのー部を発根培地に移した。発根培地は， RW改変培地虫)に， 3ーインドール階酸(IB A)を

10μM添加したものであった。との培地で 3週間培養し，発恨しなかったシュー卜については，再度作成

した同じ培地に植え替え，さらに3逓間培養した。発恨し，拘1て今した植物体は，液肥のハイポネソクス

(ハイポネックス社)の1，000倍液を合ませたフヨーライト(フヨーライト株式会社)を泊土として入れ

たプラスチック容器に，根から寒天培地を丁寧に取り除いた後，移した。

3. 2 結果と考察

GD 培地を用いた培養では，初代精養で15粒の種子から佐を

摘出し，植え込んだが(写真 1.)，そのうち 2匹が枯死し， 13 

匹が生存した。シュー卜塊の分割lはうある程度以上大きくなっ

た塊を肉眼で適宜判断して切り分けたが，分割したシュート塊

のそれぞれに 1~2 本のシュート及び複数の穿が含まれていた

(写真2.)。各脈から分割したシュート塊の数は， 1個から24

個まであり，平均11.5倒だった。 これらシュー卜塊から 2cm 

表品 発根培地での発根半

供試シュート数

第 l 回発根数

第 2 [口|発根数

発 根 数 ー十
発 根 主宰 (%) 

椅子 No.

2 

20 8 

17 4 

2 3 

19 7 
95 88 

写真 l 培地に植え込んだワカ，'Jの佐 写真2 切り分けたワ力マツのシュ←卜塊

以上のシュートを発恨培地に移したところ，

No. 1の種子由米の20本のシュートでは，第 l回

目の発根土台地で17本，第 2回目の培地で 2本が

発根した(写真3.)0No. 2の種子由来の 8本の

シュートでは，第 l回目に4本，第2凶日に 3本

が発根した。発恨率は， No. 1の種子巾来のシュー

トで95%，No. 2の種子由米のシュー卜で88%と

l奇かった。発根し，再生した植物体は，プラスチソ

ク容器に移した後(写真4)，培養室に lカ月お

いたが柑死したものはなかった。
写真3 ワカ，'Jのゾュートからの発根
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増殖率は， No. 1の種子で，約半年間で約20倍だった。

No.9の種了ではシュー卜塊の分割数が少なかったが，その他の

種 fにおいては，継代培養をさらに 1-2代繰り返すことで，

No. 1の種子と日程度の増殖率が期待できると考えられた。この

増殖ギは，大告をよ首刑という観点から見るとそれほど高くなし、。

培地についても，ラジア タマツで同いられている S日培地で

継代情養すると，培養物の成長が忠く成ることから，培地の改

良汝び他の植物ホルモンの検討が今後必要である O

101 

写真4 再生した植物体の順化
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