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1　は　し　が　き

シロクローバは他殖性植物で．遺伝的にヘテロなため，

合成品種の母本や優良な遺伝子型を保存する場合に・種子

でなく栄養体で保存する必要がある。これまでは栄養体を

圃場及びポットで保存してきたが，モザイク病などの感染

により維持が困難になり，有用な遺伝子型の消失がたびた

びあった。ウイルスを除去する有効な手法として，茎頂分

裂組織を小さく切り取って，寒天培地などで無菌的に培養

し，幼植物を育成する方法がある。シロクローバでの茎頂

培養法は，これまでBarnettelal・l），Cheyneand

Dale3）により試みられている。

ところで．最近，栄養体の長期保存法として，培養中の

組織・幼植物を低温下で保存するiMか○低温保存法が注

目されている。この方法の利点として，①多くの遺伝資源

を狭いスペースで保存できる，㊥ウイルス，病原乱害虫

の感染を受けない，⑨植え継ぎする頻度が少なくなる，④

優良遺伝子型の大量増殖が可能になるなどがあげられる。

シロクローパではBhojwani2）が実生由来の1mm程度の茎

頂組織を5℃の低温下で10カ月間保存したところ，かなり

高い生存率であったと報告している。また，Cheyneand

Dale3）は予備実験として，6－8週間の茎頂培養により

育成した幼植物を2～6℃で15－18か月間保存している。

本研究ではシロクローバの茎頂培養法及び茎頂組織の

玩＝ひか0低温保存法について検討した。

2　実　験　方　法

供試材料として圃場及びポットで生育させたシロクロー

バ（品種名：フイア）のランナーの先端の茎頂を用いた〇

日）茎頂培養法

5α程度の長さで採取したランナーから葉や二次ランナー

を取り除き．70％エタノールで1分間．更に界面活性剤

Tween20を数滴含む1％次亜塩素酸ナトリウム溶液で10分

間，表面殺菌を行った。その後．滅菌水でよく洗い，簡易

解剖メスを用いて実体顕微鏡で0．2～1．0血の茎頂組織を

摘出した。培地は，MS，B5及び一部修正したWhiteの

培地について比較したはか．培地への植物ホルモンの添加

について検討した。培養器は直径25叫長さ150孤の試験

管を使用した。培地に茎頂組織を置床後，25℃，16時間日

長にセットした恒温器で培養を行った。

（2）茎頂組織の玩目元か℃低温保存法

（1）の方法で摘出した0．5鳳程度の茎頂組織を培地に置床

し，25℃で7日間培養したのち，3℃の暗黒条件下で保存

した。その後，3か月ごとに培養器を取り出し，25℃．16

時間日長の恒温器で培養した。1か月後に生存率の調査を

行った。

3　結果及び考察

日）茎頂培養法

Barnetい頭αLl）は，シロクローパの茎頂培養用培地

として，MSを基本培地とし，5％ショ糖を加えた培地が

適していると報告している。本研究では5％ショ糖を含む

MS，BS及び一部修正したWhiteの3種類の培地につい

て比較した。培養する茎頂組織の大きさと幼植物再生率に

は．密接な関係があり．組織が小さくなるに従い，再生率

が低下した。0．5m以上の大きさの茎頂組織では3種類の

培地のいずれにおいても50％以上の再生率を示した。しか
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とにより，0．2－0．3椚程度の極小茎頂組織からも50％以上

の幼植物を再生することができた。その培地組成は表1の

とおりである。

（2）茎頂組織の玩目元か0低温保存法

表1に示した培地上で培養中の茎頂を3℃の低温下で一

定期間保存したのちに，25℃で培養を行った。1か月後に

生存率を調査したところ，茎頂ま高い生存率を示し（表2），

幼植物を再生させることができたく写真1）。この結果．

huか0低温保存により．茎頂組織を高い生存率で，少な

くとも1年間は保存できることが明らかになった。

衷2　低温保存後の茎頂の生存率

保存期間 供試個体数 生存個体数

3　カ　月 10 9

6　カ　月 10 9

9　カ　月 10 9

12 カ　月 10 9

写真1茎頂を3℃の低温で1年間保存した後．
25℃で培養して再生させた幼植物

今後，血涙か0低温保存法により組織をどの程度の期間

保存できるかについて検討する必要がある。更に，より長

期に及ぶ栄養体の遺伝資痕の保存を考える上で，液体窒素

を利用した超低温（－196℃）での保存法を確立すること

が必要となろう。

4　要　　　　　約

（り　シロクローバの茎頂培養用培地としては．一部修正

したWhiteの培地に，5％ショ糖，0．1呼／llAAを添

加したものが適し，0．2－0．3m遭程度の茎頂組織から効率

的に幼植物を再生させることができた。

（2）培地に置床した茎頂組織を3℃の低温条件下で1年

間保存したのちに，25℃で培養したところ，茎頂組織は高

い生存率を示し，幼植物を再生させることができた。
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