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ブ ドウ樹 の 生 長 点 培 養

山 川 祥 秀 ･小 池 肇*･神 野 康 英

Meristem TipCultureofGrapevines
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TheExperimentalVineyard,theInstituteofEnology

andViticulture,YamanashiUniversity,Kofu400.

A suitablemethodfortheregenerationofintactgrapevineswasinvestigated using the

meristem tipcultureforobtainingvirus-freegrapevines.

Fivecultivarsused were K̀oshu', K̀oshu-sanjaku', C̀hardonnay', R̀iesling'and

C̀abernetSauvignon'.

1)Anoptimum medium formeristem tipculturewastestedusingvariousmodifiedMura-

shigeand Skoog(MS)Media.Thegrowth rateofinoculatedmeristem tipswasthe

highestwhenthemedium wascomposedoftheMSdiluted2-fold,0.1mgNAA/i,1.0

mgBA/I,0.5mgkinetin/l,4.0mgadenine/l,30gsucrose/I,and6gagar/l(pH5.8).

2)Forthegreeningandenlargement(stageA),andthemonstorusleafformation(stage

B)ofthe inoculatd meristem tips, appropriate auxinewas IAA for K̀oshu'and

K̀oshu-sanjaku', IBA for C̀hardonnay', and NAA for R̀iesling'and C̀abernet

SauvlgnOn'.

3)Fortheformationofmultishoot(stageC),theMSdiluted2-fold,0.2mgIAA/～,1.0

mgBA/l,0.5mgklnetin/I,4.0mgadenine/iand30gsucrose/Iwereused,butforthe

openingofsmallleaves(stageD),theconcentrationsofBA andsucrosewerehalfthose

describedabove.

4)Fortherooting(stageE),theMSdiluted2lfoldand15gsucrose/iwererequiredfor

allthecultivars.Furthermore,theoptimum concentration ofNAA was0.10mg/～for

K̀oshu'and K̀oshu-sanjaku'.and0.02mg/∫for C̀hardonnay', R̀iesling'and C̀aber-

netSauvlgnOn'.

5)Afterthepottingandhabituation(stageF),thoseplantswereeasilyestablishedinsoil.

植物の組織培養は ｢植物体の一部を母体から分離し

これを適当な条件下で,無菌的に培養し生育させる技

術｣と定義され,その手法については既に数多くの成

書1～7)で述べられている.

植物の組織培養の中の茎頂培養あるいは生長点培養

*現在,カルピス食品工業鯛

東京都渋谷区恵比寿西 2-20-3

と言われている技法は,特に野菜類,草花類に おい

て,新しい品種やクローンの急速な繁殖及びウイルス

フリーの植物体再生を目的に実用化されているものが

多い.

果樹,特にブドウにおける生長点培養は,ブドウな

どの木本類は組織培養が比較的困難であること,栄養

体繁殖が容易で組織培養による繁殖が必要ないこと,
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またウイルスフリー化は古くは熱処理法によって行わ

れていたことなどもあって,あまり研究も進んでおら

ず,1970年代に入り,その成功例が報告8~11)されるよ

うになった.

日本においては,笹原ら12)による 善̀光寺ブドウ',

黒井ら13)による 巨̀峰'の生長点培養の報告があるに

すぎない.

本報告では,笹原ら12)の報告を参考に,日本古来の

ブドウである 甲̀州'と 甲̀州三尺',それにワイン用

ブドウの代表的品種である シ̀ャルドネ', リ̀ースリ

ング', カ̀ベルネ ･ソーピニオン'の5品種を用い,

ウイルスフリー化を目的に,生長点近傍組蔵から完全

植物体の再生までの過程を検討した.特に植物ホルモ

ン,その内のオーキS/ン類の培峯におよはす影掛こつ

いて品種別に検討したので,その結果について報告す

る.

実験材料と方法

供託ブ ドウ樹 リーフロールウイルス (leafroll

virus)に汚染していることが確認できた 甲̀州', 甲̀

州三尺', シ̀ャルドネ (Chardonnay)∫, リ̀ースリン

グ (Riesling)'それに カ̀ベJt,ネ･ソーピニオン

(CabernetSauvignon)'の5品種,いずれも山梨大学

発酵化学研究施設ブドウ青竜試験地で植栽している7

-10年生樹を用いた.

生長点の摘出 圃場から採取したそれぞれの品種の

新柄を材料として,ます菜を除き,胞芽を中心に5cm

程度の長さに切り,水洗.表面殺菌のため次亜塩素酸

ナトリウム液 (NaCIOl5H.10,有効塩素 3%)100ml

に Tween20を数滴の割合で加えた液を用い,時々振

艶しながら,10分間浸涙して殺菌した.これをクリー

ンベンチ内に入れ,滅菌水で3回洗浄したものを生長

点近傍組織摘出に用いた.摘出は表面殺菌した膳芽を

実体顧徴鏡下に置き,メスで無菌的に,葉原基1-2

枚を含む約0.2mmの大きさに摘出した.

培地の基本的組成とその殺菌 基本培地として

MurasbigeandSkoog培地14) (以下MS培地と記す)

を用いた (試薬は いずれも和光純薬 ･特級).それに

いわゆる植物ホルモン類のオーキシンとサイトカイニ

ン,炭素源としてショ糖 (Sucrose)を加えた.pH を

調整,粉末寒天を加え,寒天を溶解,棒ビンや三角フ

ラスコ等の培整容掛 こ分注,アルミホイルで二重に密

閉して,1140C,15分F乱 オートクV-ブで殺菌した.

使用水はいずれも再蒸潜水を用いた.

培養条件 培養は人工気象器を用い,周明は白色蛍

光燈及び植物育成用蛍光燈を併用,腰度3,000-5,000

1Ⅹ.18時間照明とし,培登温度25-28oCで行った.

結果 及び 考 察

ブドウ樹の生長点培養において,生長点近傍組戦の

培地上への置床から植物体の再生 ･鉢上げにいたるま

での生育過程をまとめてみると,菅原ら12)の報告とほ

ぼ同様で,A期からF期までの6段階に表わすことが

できた.

すなわち,A期 :生長点の置床から緑化肥大期,B

期 :苛型葉の形成期,C期 :シュートの発生期 (多数

の芽が形成される),D期 :小葉の展開期,E期 :発

根期と茎葉の伸長期,F期 :鉢上げ期であった.以下

必要に応じてA期,B期--･･と記す.

以下,生育過程の脂を追って試験結果を報告する.

1.基本培地の検討

ますはじめに,生長点近傍組歳の摘出を習熟するこ

とも含めて,基本培地の検討を行った.

試験する基本培拳として,MS培地そのもの,笹原

らll)が善光寺ブドウに用いたMS培地の1/2濃度の培

也,それに黒井ら18)が巨峰に用いたMS培地の窒素源

(NH4NO8及びKNO8)を1/10濃度とした培地を用

いて,生長点近傍組綴 (約0.2mm)の置床から,緑化

肥大(約2.0mm)について,基本培地の影響について

試験した.

基本培地への添加物として,植物ホルモンのオーキ

シンはNAA(α-naphthaleneaceticacid)0.1mg/i,

同じくサイトカイニンはBA(6-benzylaminopurine)

1.0mg/i,カイネチン(Kinetin)0.5mg/i,アデニン

(Adenine)4.0mg/i,それにS/ヨ糖30g/I,粉末寒天

6.0g/lを添加し,pH5.8とした.

培養容器は樺ビン (18×90mm)を用いた.

その結果をTablelに示した.

生育の結果は,いずれも置床後30日目,約0.2mm

の生長点近傍組穀が約2.Onun以上に緑化肥大した個

体数で示した.また生育率 (2.0mm以上に生育した

個体数/供試個体数)も合わせて示した.

ここで生長点近傍組織の摘出 ･置床後,約5日程度

で黒く枯死した個体については,生長点摘出操作上の

ミス,例えば倍をつけたり,摘出 ･置床に時間がかか

りすぎたなどによるものと判断し,供試個体数からこ
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Table1. Effectofbasalmediaonthegrowthoftheinoculatedmeristem tips.

Koshu sKa豊 kuu- chardonnay Riesling sCaaubveirgnnetn

MSb) 2/20e)(10.0%) 3/18(16.7) 2/20(10.0) 3/19(15.8) 2/20(10,0)

1/2MSc) 8/27 (29.6) 16/31(51.6) 4/16(25.0) 10/20(50.0) 8/20(40.0)

1/10N-MSd) 1/16 (6.2) 4/20(20.0) 1/17(5.9) 1/19(5.3) 1/18(5.6)

(cultivatedfor30days)

a)Allthemediausedinclude:NAA 0.1mg,BA 1.Omg,Kinetin0.5mg,Adenine4.0mg,Sucrose

30g,Agar6g/i(pH 5.8).

b)MurashigeandSkoogmedilユm.

C)MurashigeandSkoogmedium diluted2-fold.

d)ContainingonetenthamountofnitrogenoftheMSmedium.

e)Numberofthegreeningandenlargement(above2.0mm)/

Tota1numberoftheinoculatedmeristem tips.

Table2. EffectofAuxinsonthegreeningandenlargementoftheinoculatedmeristem tips(StageA).

Koshu sKa器Ekuこ Chardonnay Riesling gaaubvelfgnneEn

NAA 8/27a)(29.6%) 16/31(51.6)

IAA 5/25 (20.0) 13/29(44.8)

IBA 7/29 (24.1) 11/28(39.3)

4/16(25.0) 10/20(50.0) 8/20(40.0)

6/20(30.0) 2/20(10.0) 2/20(10.0)

6/20(30,0) 4/20(20.0) 6/20(30.0)

(cultivatedfor25days)

Media;MSmedium diluted2-fold,Auxin0.1mg(NAA orIAA orIBA),BA 1.Omg,Kinetin

O.5mg,Adenine4.0mg,Sucrose30g,andAgar6g/∫(pH5.8).
a)SeeTable1.

れを除いた.

1/2濃度MS培地での生育が最も良好で,甲州では

27供試個体中8個体が2.0mm以上に緑化肥大し,坐

育率は29.6%,続いて,甲州三尺は31個体中16個体

の51.6%,シャル ドネは 16個体中4個体の25.0%,

リースリ:/グは20個体中10個体の50.0%,カベルネ ･

ソーピニオンは20個体中8個体の40.0%で,品種間で

生育率に差はあったが,他の2つの培地より良好であ

った.

1/10窒素濃度MS培地での生育は,いずれの品種

においても最低であったが,この培地を使用している

黒井ら13)が報告しているように,この培地では生育が

極めて緩慢で,培養30日程度では2.0mm以上に生育

する個体は少なかった.

MS培地そのものでは,ブドウの生長点培養にはイ

オン濃度が高すぎるのではないかと推察される.

以上の結果から,以後の試験には,基本培地として

1/2濃度MS培地を用いることとした.

2.生長点近傍組織の置床から緑化肥大(A期)に及

ぼすオーキシン類の影響

ここでは,約0.2mmという微細な生長点近傍組織

の培地上への置床から,約 2.0mm以上に緑化肥大さ

せるための培地中のオーキシン類の影響について,品

種別に試験した.

培地は,基本培地として 1/2濃度MS培地,それに

BA1.0mg/I,カイネチン0.5mg/i,アデニン4.0mg

/i,S/ヨ糖 30g/l,粉末寒天 6g/I,pH5.8とし,オー

キシン類として,NAA(α-naphthaleneaceticacid),

IAA (indol-3-aceticacid),IBA (indoト3-butyric

acid)の1種を0.1mg/J添加したものを用いた.

培養容器は棒ビン (18×90mm)を用いた.

その結果をTable2に示した.またFig.1に緑化
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Fig.1. Greeningandenlargement(stageA)

oftheinoc111atedmeristem tips.

肥大の経時的変化を示した.

生育の結果は,いずれも置床後25日目,約 2.0mm

以上に緑化肥大した個体数と生育率(前記)を示した.

置床後約 5日程度で黒く枯死した個体については,

供試個体数からこれを除いた.20供試個体を確保する

目的で,順次生長点の摘出と置床を追加していった.

2.0mm以上に緑化肥大した個体の他は,緑化肥大を

はじめたが10日以壊枯死する個体,緑化肥大が緩慢で

25日までに2.0mm以上とならなかった個体,それに

一部カルス化する個体があった.

甲州,甲州三尺,S/ヤル ドネにおいては,いずれの

オーキS/ンにおいても生育率に大きな差はなく,甲州

で20-30%,甲州三尺で40-50%,シャル ドネで25-

30%であった.甲州と甲州三尺とでは明らかに生育に

差があり,甲州三尺の万が生育速度も早く,培養は容

易であった.リースリングとカベルネ ･ソーピニオン

においては,NAAにおいて最高で,それぞれ50%,

40%であった.

表には示さなかったが,オーキS/ン類である2.4-D

(2.4-dichlorophenoxyaceticacid)とジベレリン酸

(gibberellicacid)を使用してみたが,いずれの品種

においても2.0mm 以上に緑化肥大する個体は見られ

ず,カルス化する個体が多く,これらのオーキシン類

はA期の培養には適していないものと考えられた.普

た,黒井ら13)の巨峰の報告に基すき,オーキシン類は

使用せず,サイトカイニン類としてBA (1mg/I)杏

使った培地についても試験して見たが,いずれの品種

も緑化月巴大は遅く,しかも生育率は10%以下で,やは

りA期の培養には適当でないものと思われた.

A期の培養において,生長点の摘出は顕微鏡下でメ

スを使っての微動作など熟練を要する技術であり,普

た摘出から置床までの時間,置床の深さと向きなど肉

眼的に確認できない置床状態によっても,生育率に違

いが出ることが推察される.また0.2mmという微細

個体を育てることもあって,生育率は高いものでも50

%程度であった.

3.春型薫形成(B期)に及ぼすオーキシン類の影響

A期において2.0mm以上に緑化肥大した個体も,

植え継ぎをしないで,そのままにして置くと,奇型葉

を形成せず,40-50日で完全に枯死してしまう.その

ため新しい培地に植え継ぎ,次の生育段階である奇型

菓形成を起こさせることが必要となる.

ここでは,再度A期と同じ培地に植え継ぎ,品種別

にオーキシン類の苛塾粟形成に及ぼす影響について試

験した.

植え継ぎする個体は2.0mm以上に緑化肥大したも

ので,各試験20個体以上を準備し,A期と同種のオー

キS/ンを含んだ培地に植え継そこととした.

培養容器は少し大き目の棒ビン(25×120mm)を用

いた.

その結果をTable3に示した.また,Fig.2に奇

型葉形成の状態を示した.

B期は組織が大きくなっていることもあって,A期

Table3. EffectofAuxinsonthemonstrousleafformation (stageB)from

thegreeningandenlargementstage.

Koshu faonS聖kuこ Chardonnay Ri-ling gaaubvefgnnetn

NAA 7/27a)(25.9%) 6/30(20.0) 4/16(25.0) 20/20(100) 16/20(80.0)

iAA 24/28 (85.7) 25/29(86.2) 6/20(30.0) 12/20(60.0) 14/20(70.0)

IBA 15/28 (53.6) 13/28(46.4) 10/20(50.0) 20/20(100) 18/20(90.0)

(cultivatedfor15days)

Media;seeTable2.

a)SeeTable1.
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Fig.2 Monstrousleaf

formation (stageち).

･こくらペ生育は順調で,植え継ぎ後15日以内に奇型葉

を発生し,平均直径が10mm以上になった.その個体

数と生育率 (前出)を示した.

苛型葉形成個体の他は,枯死する個体,生育がほと

Fuど止っている個体,ある程度生育するが奇型葉を形

式しない個体が見られた.

こ こまでA期で25日,B期で15日,合計40日間を要

していた.

甲州と甲州三尺においては,IAAが最適で,それ

ぞれ28供試個体中24個体が奇型葉を形成し,生育率は

i5.7%,29個体中25個体の86.2%であった.5'ヤル ド

奉においては,他の品種にくらべて低い生育率であっ

とが,IBAで20個体中10個体の50.0%であった.リ

ースリングにおいては,NAAとIBAでいずれも100

Voで あった. カベルネ ･ソーピニオンに おいては,

寸AAで20個体中16個体の80.0%,IBAで20個体中18

個体の90.0%であった.品種により最適オーキS/ンの

種類に違いが見られた.

B期での培養は,A期と違い,個体そのものが2.0

mm 以上と大きく成長していることもあり,植え継ぎ

の置床の深さと向きも肉眼的に確認できるので,培養

は比較的容易であった.

前記したように,A期の培養においてNAA,IAA,

IBAのオーキS/ンの種類によって生育率にあまり差

がなく,生育個体数がある程度確保できれば実用上に

問題はない.A期とB期の培地が同一であれば,培養

が簡略化できることもあるので,A期とB期の培養で

は,オーキS/ンとして,甲州と甲州三尺では IAA,S/

ヤル ドネでは IBA, リース リングと カベルネ ･ソー

ピニオンではNAAが適当と考えた.

4.シュー ト発生 (C期)のための培養

奇型葉を発生した個体もそのまま培養を続けると,

次の段階のシュート発生は見られず,30日程度で枯死

する個体が発生する.

ここでは,笹原ら12)が善光寺ブドウでシュートの発

生に用いた培地,すなわち,1/2濃度MS培地にオー

キS/ンとしてIAAを0.2mg/i,サイトカイニンとし

てBAl.0mg/～,カイネチン0.5mg/∫,アデニン4.0

mg/lとし,これにS/ヨ糖 30g/I,粉末寒天 6g/i,pH

5.8で5品種のシュート発生を試験した.

植え継ぎする供試個体は,B期の試験でオーキS/ン

の種類が違っているものでも奇型葉を形成し,基部が

10mm以上に生育したものは全て用いることとした.

また.異常に大きく成長した奇型葉は植え継ぎ前に除

去して,植え継(･こととした.

培養容暑削ま100ml容三角フラスコを用いた.

植え継ぎ後20日目の結果をTable4に示した.普

た,Fig.3にシュートの発生状態を示した.

目的とするシュートの発生個体の他には,枯死する

Table4. Formationofthemultishoots(stageC)from themonstrousleafformationstage.

Koshu sKaEStkuこ Chardonnay Ries1ing gaaubvelfgnnetn

13/21a)(61.9%) 19/22(86.4) 34/43(79.0) 62/70(89.0) 42/75(56.0)

(cultivatedfor20days)

Media;MSmedium diluted2-fold,IAA 0.2mg,BA 1.Omg,Kinetin0.5mg,Adenine4.0mg,

Sucrose30g,Agar6g/∫(pH5.8).
a)SeeTable1
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Fig.3 Multishootsformation(stageC).

個体,シュートの発生が見られない個体があった.

甲州三尺,S/ヤル ドネ,リースリングにおいては,

80%程度あるいは80%以上の生育率が確保できた.カ

ベルネ ･ソーピニオンにおいてほ,75個体中42個体の

56.0%でシュートの発生が見られたものの,5品種中

で一番低率であった.

カベルネ ･ソーピニオンと甲州において,生育率を

上げるため,IAA濃度,BA濃度及びショ糖濃度を変

えて試験してみたが,いずれの培地においても,これ

以上の生育率は得られなかった.

ここまでに,生長点の置床からA期で25日,B期で

15日,C期で20日,合計60日間を棄していた.

5.小葉の展開 (D期)のための培養

C期においてシュートが多数形成された個体は,そ

のままにして置くと,シュートが枯れてくるため,植

え継ぎが必要となる.C期と同じ培地に植え継くと,

小葉の展開が見られず,約30日程度で枯死する個体が

多数あらわれる.新しい組成の培地に植え継ぎ,小葉

の展開をはかる必要があった.

ここでは,笹原ら12)が善光寺ブドウの小葉の展開に

Fig.4 0peningofsmall

leaves (stageD).

用いた培地,すなわちサイトカイニンのBAをC期培

地の半分の0.5mg/lとし,同じくショ糖濃度を30g

/lから15g/lとした培地 (1/2粒度 MS培地に IAA

0.2mg/i,BAO.5mg/i,カイネチン0.5mg/I,アデ

ニン4.0mg/I,i/ヨ糖 15g/i,粉 末 寒天 6g/i,pH

5.8)で小薬の展開を試験した.

培養容器は 100ml容三角フラスコを用いた.

その結果をTable5に示した.あわせて小葉を展

開し,茎の高さが約 2cm,葉が 2-3枚になった平

均シュート数も示した.また,Fig.4に小薬の展開期

の状態を示した.

甲州三尺は小葉の展開が順調であったので,植え継

ぎ後20日で,その他の品種は30日目の結果である.

シャル ドネにおいては,34供試個体中11個体の32.0

%で,カベルネ ･ソーピニオンにおいては,42個体中

Table5. Openingofthesmallleaves(stageD)from themultishootformationstage.

Koshu sKa器Ekuu- chardonnay Rieding gaaubvefgnnet.n

13/21(61.9%) 24/30(80,0) 11/34(32.0) 48/62(77.0) 20/42(48.0)

2.51) 5.1 6.8 7.3 6.6

(cultivatedfor20or30days)

Media;MSmedium diluted2-fold,IAA 0.2mg,BA 0.5mg,Kinetin0.5mg,Adenine4.0mg,

Sucrose15g,andAgar6g/i(pH5.8).

a)numberofopeningleafshoots.
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20個体の48.0%で小葉の展開が見られたものの,生育

率は低かった. しかし,平均S/ユート数は それぞれ

6.8本,6.6本と多くなっていた.一方,甲州において

は,21個体中13個体の61.9%で小葉の展開が見られた

が,平均S/ユート数は2.5本と少なかった.

シャル ドネ及びカベJI/ネ ･ソーどこオにおいて,坐

育率を上げるため,また,甲州において,平均シュー

ト数を上げるために,IAA濃度を0,0.2,0.5,1.0

mg/l,BA濃度を0,0.5,1.0mg/i,シ｡糖濃度を

5,15,30g/Jとそれぞれ組み合わせて試験してみた

が,Table5に示した以上の良結果を得ることは出来

なかった.しかし,D期の培養において,IAA濃度

の影響は小さく,BA濃度は0.5mg/lが良く,i/冒

糖濃度も15g/Jが良かった.

こ こまでに,生長点の置床からA期で25日,B期で

15日,C期で20臥 D期で甲州三尺は20日の合計80日

を要しており,その他の供試 4品種はD期で30日の合

計90日を要していた.

6.発根と茎葉の伸長 (E期)のための培養

小葉を展開 (D期)したシュートを完全植物体にす

るため,発根ざせる必要がある.また,発根と同時に

茎葉の伸長を促進させ,より健全な植物体とする必要

がある.

植物の組織培養において,発根は培地中のオーキシ

ン/サイトカイニンの比が大きい時に分化 ･発達が促

進ざれるとされている.ここでは,サイトカイニンを

使用せず,1/2濃度 MS培地に,オーキS/ンとして

NAA濃度を 0,0.02,0.long/lとし,それに S/≡

糖 15g/l,粉末寒天を少し多めの8g/l,pH5.8の3

種の培地で発根試験をすることとした.培養容器は棒

ビン (25×120mm)を用いた.

D期で約 2cmの高さに生育したシュート(英数 2-

3枚)を基部からカット,発根試験培地に茎を約 5

mm の深さに植え付けた.S/ユートのカット後,その

ままD期の培養を続けると,小葉を展開するS/ユート

がまた発生してくる現象が見られる.また,再度D期

の植え継ぎを操り返えすと,多数の小葉を展開したS/

ユートが得られた.

発根は植え継ぎ後5日程度ではじまるが,20日間で

根の長さ約 10mmに達し,しかもFig.5に示したよ

うな太い根を発根した.その結果をTable6に示し,

Fig.5に発根の状態を示した.

甲州及び甲州三尺においては,NAA 0.long/J培

地が最適で,それぞれ19供試シュートから13シュー ト

の68.4%が,30供試S/ユートから25シ′ユー トの83.3%

に太い根の発根が見られた.シャル ドネ,リースリン

グ,カベルネ ･ソーピニオンにおいては,NAA 0.02

Fig.5 Growthofshoots

androots(stageE).

Table6. EffectofNAA concentrationsonthegrowthofshootsandroots(stageE).

Koshu sKa詫 kuu- chardonnay Ries1ing gaaubvefgn:t.n

0.10 13/19(68.4%) 25/30(83.3)

0.02 3/14(21.4) 7/30(23.3)

0 0/16(0) 0/30(0)

2/8(25.0) 14/27(52.0) 2/ll(18.0)

ll/ll(100) 21/29(72.0) 6/12(50.0)

4/ll(36.0) 5/30(17.0) 0/12(0)

(cultivatedfor20days)

Media;MSmedium diluted2-fold,NAA 0.10,0.02,orOmg,Sucrose15g,
andAgar8g/i(pH5.8).
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mg/lが最適で,それぞれ100%,72.0%,50.00/OのE/

ユー トに発根が見られた.

NAA Oの培地においては,いずれの品種も細い根

が誘導される傾向が見られた.

ここまでに,生長点の置床から発根した完全植物体

を得るのに,甲州三尺で80日プラス20日の100日間,

その他の供試 4品種で90日プラス20日の110日間を要

していた.

7.鉢上げ期 (F期)について

ここでは培養棒ビン内で発根した幼植物体を鉢上げ

することとした.

第1段階の鉢上げとして,直径 7cmの黒ビニール

鉢を用い,用土としてバーミュキュライトとパーライ

トを1:1に混合したものを用いた.

Fig.6と7に鉢上げ期の様子を示した.

,W5cmに茎葉が伸長し,充分 発根している幼植物

体を,培養樺ビンから,培盤基と共に,根を傷めない

ように取り出し,根部を水洗,培養基を完全に取り去

り,用土に移植した.

移植後,水を張ったシャーレの中に鉢を置き,茎葉

部には トールビーカーをかぶせ,湿度を充分保つよう

にした.

自然の湿度に順化させるため,徐々に トールビーカ

ーを持ち上げ,約 3週間をかけて,完全に トールビー

カーをはずした.

第 1段階の鉢上げ後30日程で,直径 12cmの素焼き

鉢を用い,殺菌済み山かつら土に,第 2段階の移植を

行った.その後,適宜希釈ハイポネックスを与え,坐

長を促した.

Fig.7に示したように,樹高50cmになるまでに,

第 1段階の鉢上げから,温室内の隔離栽培できるまで

に,おおよそ60日を要した.

生長点の置床から,樹高50cmになるまでに,順調

に生育したもので160-170日を要した.

引続き,指標植物によるウイルスの接ぎ木検定を行

い,ウイルスフリーであるかどうか確認している.

要 約

ブドウ樹のウイルスフリー化を目的に,生長点培養

により完全植物体の再生を試験した.

供試品種は甲州,甲州三尺,シャル ドネ,リースリ

ング,カベJt/ネ .ソーピニオンの5品種を用いた.

1)基本培地の検討として,種々の修正MS培地で試

Fig.6 Pottingandhabituation(stageF).

Flg.7 Growthofshootsin
soil.

験したところ,1/2限度MS培地,NAAO.1mg/l,

BA 1.Omg/i,カイネチン0.5mg/i,アデニン4.0

mg/l,S/ヨ糖30g/I,寒天6g/l,pH5.8が適当で

あった.

2)緑化肥大期 (A期)と奇型葉形成期 (B期)にお

いて,最適オーキシンは,甲州と甲州三尺において

はIAA,シャル ドネに おいてはIBA,リース リン

グとカベルネ ･ソーピニオンにおいてはNAAであ

った.

3)シュー トの発生期 (C期)においては,1/2濃度

MS,IAA0,2mg/l,BA 1.0mg/I,カイネチン

0.5mg/l,アデニン 4.0mg/l,S/ヨ糖 30g/lを用

い,小葉の展開期 (D期)はBAとS/ヨ糖を半分に

した培地を用いた.
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4)発根期 (E期)においては,1/2濃度MSとショ 6)加古 :増補 ･園芸植物の器官と組織の培養,誠文

糖 15g/lに,甲州と甲州三尺では NAAO.long/i, 豊新光社 (1985).

シャJt,ドネ,リースリング,カベルネ ･ソーどこオ 7)山田,岡田 :植物バイオテクノロジー,東京化学

ンではNAA 0.02mg/Jが適当であった. 同人 (1986).

5)鉢上げと順化 (F期)の後,植物体は容易に土に

植えることができた.

本研究は山梨県との共同研究 ｢細胞培養及び細胞融

合技術の確立｣の一部であることを申し添えます.
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