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クワの芽の分離培養における品種的差異

　押金健吾

（信州大学繊維学部附属農場）

　木本植物における芽の培養は，開花，発育生理，個体増殖などのほか，育種分野にお

いても重要な手段として研究が進められている。この種の研究はサワラ（凸θ磁。醜即

嬬加伽）の休眠芽の培養を行ったのが噛矢1）とされ，林木，果樹などで多くの研究成

果5）B）が得られている。

　クワにおける芽の分離培養に関しては，冬芽および頂芽，腋芽からの茎葉展開に及ぼ

す植物生長物質，pH，寒天濃度，糖などの影響を詳細に調べた研究6＞～1D，シマグワ

（ルノoγ薦　αoガ60sα　GR王FF）など外国導入系種における分離芽の試験管培養2）3），分離培養

による桑酒の大量増殖などの研究4）および冬芽の分離培養の育種的利用として珈〃伽。

での倍数体桑育成の研究成果12）がある。

　本研究は，クワの芽の分離培養における晶種的差異をしらべ，分離培養の各種利用へ

の基礎的資料とした。

1．材料および方法

　本実験に供試した材料は，信州大学繊維学部附属農場品種見本園に栽植されている品

種を用いた（Table　1）。これら17昆種について，その枝条を3月上旬根元より切り，

防乾処理後4～5℃の保冷庫に保存し，4月上旬に順次出庫し供試した。まず枝条より

分離した冬芽と水洗後オスバン100倍半に25分間浸漬後，75％エチルアルコールで3回

すすぎ，滅菌水で水洗してから3％次亜塩素酸ナトリウムに20分間浸漬消毒後滅菌水に

てよく洗い，無菌的にその鱗片をはがし茎頂組織を摘出して，三角フラスコ中の培地に

置床させた。

　供試培地はMURAS斑GE＆SKOOGの基本培地（MS）に植物生長調節剤のナフタレ

ン酢酸（N－AA）とベンジルアデニン（BA）を加用したa培地（MS＋NAA5×10　6
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Table　2．　Composition　of　each　rnedium　with　multiple　so正utions．

Malor　e正ements Salt 9／10Z

Asolution

BsolutiQn

Csolution

Dsolution

Ca（NO3）・4H20

NH4NO3
KNO3
KH2PO4

MgSO4・7H20

FeC6H507・5H50

707．58

240．15

202．15

272．18

493．00

153，00

Minor　elements mg／101

H3BO3

ZnSO4・7H20

MnSO4・5H20

CuSO4・5H20

1855．20

287．56

2050．70

249．67

MA　solution KI

SnC12・2H20

CoSO4・7H20

NisO4・6H20
KBr
Tiα4

（NH4）6Mo7024・4H20

BaC12・2H20

CdC12。2．5H20

33．20

33．84

28．12

26．28

23．80

531．92

37．08

36．64

　9．14

MB　solution K2CrO4

KF
HgC｝2

As203

Bi（NO3）3・5H20

29．1婆

5，82

5．44

5．94

7．28

These　media　were　maintained　a之alevel　of　pH　6，2　respectively，

M），b培地（MS十BA5×！0－6M），　c培地（MS十NAA10－6M÷BA5×10－6M）の3

種類を用いた。これらの供試培地を27±！℃恒明（24時間，明）条件下の人工気象器内

にてインキュベートした。移植芽の生長度については15日毎無菌的に秤量し，2ケ月に

わたり培地鵬に品種問の分離芽の生長率を調査するとともに，脱営～展葉状態に達した

発育個体の培地別割合についてその品種間差異を調べた。またシュート形成個体につい

ては，MS＋NAAIG－7Mのオーキシン単独培地に移植し，発根を促進させた後クワ多

要素水耕液（Table　2）に移し，16時間明期＋8時間暗期（16L8D）条件下で水耕培養

を続行した。その後培養個体を逐次素焼鉢の土壌中に移植を行ない，自然環境下で育苗

した。

　なお，育成個体の根端および芽先を0。002Mo18一オキシキノリソ液の15～18℃下で

2時間前処理後，酢酸エチルアルコールにて24時間固定を行い，ホイルゲン核染色法に

より体細胞染色体を観察した。
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2．結 果

　2．1生長調節剤による分離培養芽の品種別生長比較

　供試晶種における培地別の分離芽の生長状態は次の通りであった。

　（a）ヤマグワ系品種

　本系の十島，剣持，水沢について，分離芽の重量による生長状態をみると（Fig．1），

十島（A）の場含，置床後における増加率は一般に各培地とも緩慢で，a培地

（NAA5×10…6M単独）は極端に悪く，置床芽の僅か5倍程度にとどまった。

　b培地（BA5×10－6M単独）および。培地（NAA10－6十BA5×10－6M）培地も同様

に緩慢であったが，両者に差は認められなかった。しかし，最終ではa培地の約3倍量

の増加であった（Fig．1A，　F｝g，2A）。また剣持（B）は，各培地とも最初から生長

。。
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Fig．　l　Effect　ofセhree　d1fferent　media　on　growth　of　the　isolated　buds

　of亡hree　varieties　in必。η4s　60〃zゐツ6誌

　A：∫％吻zα　　一：amedium（MS＋NAA5　x　lO’6M）

　B：κ幽辮oo雇　一：bmedium（MS十BA5　x　10－6M）

　C：Mたπεαzoα　……：c　medium（MS十NAA5　x　10備6M十BA5×1『6M）
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Fig．2　Plantlets　developed　fro臓three　dif∫erent　media　on　the　isolated　bu（玉s

　of　three　varieties　in　Moγπsう。〃ψyo露．

　　　　　　　　　　　　A：∫欝欝α

　　　　　　　　　　　　B：K6η甥061z2
　　　　　　　　　　　　C：君4ゴ宕薦αωα

　　　Each　medium　of　a，　b　and　c　is　the　same　as　those　of　Fig．　し

が旺盛で，とくにb培地は培養15日頃にシュートが形成された。培養約2ケ月後では，

a，c培地の約2．6倍の生長量となった（Flg．1B，　Fig．2B）。水沢においては，十島

に比べa，b培地ともその生長は幾分勝っているが，　c培地は極端に不良で，置床時の

約し7倍程度にとどまった（Fig．1c，　Fig．2c）。

　（b）カラヤマグワ系品種

　カラヤマグワ系の4品種について培地別の生長状況をみると（Fig．3），　b培地がa，

c培地に勝ったが，春B（F）は他の品種に比べ各培地とも極めて不良であった。十文

字（G）は，各培地とも他品種に比較して生長が旺盛で，とくにb培地は著しく，一ノ

瀬，改良鼠返の約1．7倍，春日の約5倍であった。また，一ノ瀬と改良鼠返はほぼ同様

の生育であったが，一ノ瀬の。培地は不良で，改良鼠返の約70％程度であった（Figs．3

Da職dG；Figs．4E，　F　andG）。
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Fig．3　Effect　of　three　di貿ere漁t　media　on　growth　of　the　isolated　buds

　　of　four　varieties　in班。欄6τ」δα．

　　　　D：」飴ぬ勿。∫6　E：長z物yoπεgκ〃z細6s配　　F：καs㎎α　G：ノ鐸吻。珍か

　　　　　　　　　　Other　details　the　same　as　Fig．1．

Fig．4　Plantlets　developed　from　three　different　media　on　the　is◎lated　buds

　　of　three　varieties　inノ物欄　う」ろα．

　　　　　　　　　　　E：κ召勿ノ伽θzπη3忽α6∫ガ　F：κα5κ8α

　　　　　　　　　　　G：ル海。％ガ
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　（c）　ログワ系品種

　ログワ系の5品種中もっとも良く生長したのは清十郎で，b培地は培養4週目にシュ

ートが形成され，その後の生長も旺盛であった。魯桑は清十郎と比較して生長が劣って

いるが，他の3品種との比較では勝っていた。また改良魯桑と露国野桑はともに生長不
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　Fig．5　Effect　of　three　different　media　on　growth　of　the　isolated　buds

　　　Of且Ve　VarietieS　in躍0π‘S　斧2Z4〃ガαZZ4距S．

　　　　　H：Ro80　王：臨ゴη070∫o　J：！107030　K：Ro々。紐yα50　L：S吻κ名0
　　　　　　　0ther　detai｝s　the　same　as　Figs．　l　and　3，
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Fig．6　Plantlets　deve玉oped　fro1n　three　di妊ξerent　media　on　the　isolated　buds

　of　four　varieties　in　Mo駕s　乃z％あか（：αz4ガ∫。

　　　　H：ROSO　∫：、40郵050　K：Ro々0々鰐αso　L：S6吻70



クワの芽の分離培養における品種的差異 7

良で矯化の傾向が強く，とくに。培地では枯死個体が出現した。青魯桑も比較的生長量

が劣り，清十郎と魯桑の中間的な生長にとどまった（Figs．5，6，　H～L）。

　（d）　　イ音数’「生晶種

　3倍体品種である島の内および福島大葉の両品種とも，b培地が他の2培地をしのい

で生育良好であった（Figs．7Mand　N）。すなわち，島の内（M）では，置床後30日頃

までa，b培地とも平行的な生長であったが，それ以降ではb培地が急速な生長となり，

60日目ではa培地の約2倍となった。c培地では，最初から生育の遅延が目立ち，他の

2培地に比較し不良であった。

　また福島大葉（N）は，c培地が30田頃まで他の培地に比べて良好であったが，その後

の生長は不良であった。b培地は置床後45曝頃より急速に生長を開始し，　a培地に比べ

良好であった。両品種ともシュートが彩成され，茎葉の展開も良好であった。次に人為

4倍体であるNo．401および自然6倍体のケグワは，ともに各培地とも生育が緩慢で，

とぐに。培地が不良であった（Figs．70and　P）。また自然22倍体のクロミグワ（Fig．

7Q）は，置床40田頃からa，　b培地ともに生育良好となったが，　c培地での生長は極

めて不良であった（Fig．8）。
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　　　Fig．7　Ef正ect　of　three　differen亡medla　on　growth　of　isolated　buds

　　　　　of査ve　varieties　on　polip正oi（玉species．

　　　　　　　M：S勉”zα720μ面（3κ）N：κ磁4s観照。加（3κ）

　　　　　　　0　：ハZo．40エ（4κ）　　　　　P　：ル1．距♂ガα（グわど産z（6比）

　　　　　　　Q：M．％忽瑠（22κ）

　　　　　　　　Other　details　the　same　as　Figs　1，3and　5、
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Fig．8　Plantlets　develope（玉from　three　different　media　orl　the　isolated　bud

　of　triploid，　hexaploid　and　22－ploid　irl　mulberry．

　　　　　M：∫肋παηoκ6砺（3κ）　P：114．媚σ⑳1勿（働）

　　　　　Q，Q’：M．η忽πz（22x）

　以上，供試17品種における分離芽の生育状態は，培地によりかなり品種問差異がみら

れた。全品種にわたって共通的のものは，オーキシンをフリーにし，サイトカイニン

（BA）を単独にしたb培地が生育良好で，置床直後からオーキシン（NAA）単独培

地（a培地）や両者の併用培地（c培地）に勝った。また。培地は例外なく他の2培地

に比較して劣り，枯死個体も出現した。これらの結果から，分離芽の培養にはBA単

独培地（b）が効果的であると判断された。

　2．2分離礁における培養個体の培地別割含

　置床分離芽について，培地別に生育個体の品種間差異をみると（Table　3），ヤマグ

ワ系の剣持および水沢ともにb培地でよく生長し，シュートも形成され，多くの培養個

体が得られた。

　とくに剣持は顕著で，約80％が生育良好の個体であった。しかし，十島は各培地とも

生育が不良で供試分離芽の約80％が生育不能個体であった。

　カラヤマグワ系の4品種申，十文字は3培地ともに生育個体が得られ，b培地ではシ

ュー gも形成され，比較的良好な個体が得られた。改良鼠返は十文字と同様，b培地に

シュートの形成が認められ，生育良好な個体が約30％を得た。また，一ノ瀬は改良鼠返

に比較し生長不良で，b培地に多少の生育個体を得たに過ぎなかった。春日は各培地と

も発育が極めて悪く，約90％が生育不能な個体であった。

　ログワ系の5品種中，最もよく出葉しシュートの形成がみられたのは清十郎で，b培

地が生育個体数の約半分を占めた。また，a培地ではシュートが形成されたが，　c培地
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ではみられなかった。魯桑はb培地でやや出葉が認められたが，シュートの形成はなく，

a，c培地ともに不良であった。改良魯桑，青魯桑，露国二三は，ともに培地別の生育

個体割合は極めて不良であった。次に3倍体の島の内および福島大葉の両品種はともに

b培地の生長が著しく良好で，生育個体の約70％にシュート形成がみられた。またa培

地でも僅かながらシュートの形成がみられた。c培地では，シュートの形成は全くみら

れなかった。4倍体のNo．401および6倍体のケグワは，3培地とも生長が不良で，　b

培地に僅かの生育個体がみられるに過ぎなかった。また，22倍体のクロミグワは，a，

b培地の生長は比較的良好であったが，得られた個体は少なく，c培地での生長は不良

で枯死したものが多かった（Table　3）。

　以上の結果から，冬芽の分離培養によるクワ個体の育成についてみれぽ，剣持，水沢，

改良鼠返，十文字，清十郎，島の内（3κ），福島大葉（3κ）などの各品種の培養は比較

的容易で，しかも生育良好な個体を得たが，十島，春日，改良魯桑，露国野桑，No．

401（4κ），ケグワ（6めなどの品種の培養は比較的困難な部類に入るものと考えられ

た。

　また培地では，b培地がa，　c培地に比べ，培養並びにシュートの形成が容易のため，

生育個体が丁丁すいものと考えられる。

Table　3。　Varietal　di貿erences　among　plantlets　deve互oped　fro搬three　different　media　in

　　culture　of　iso玉ated　buds．

No．　of
No．

dif£erent

of　plantlet

@　　　media

from　three

iA）
No．　of　nOndevelQP一

Variety isolated mental　plantlets（B

buds（n） a b C Tota1（A／n） （B／n）

ノ励麗 30 1 3 3 7（23） 23（77）

κθπ彫oo勉 30 7 13 3 23（77） 7（23）

沸4ガ2κsα醐 30 5 10 2 17（57） 13（43）

∬漉勿osθ 30 2 5 1 8（28） 22（72）

営め朋θzε一目9αθs’zガ 30 3 6 2 11（35） 19（65）

燃㎎α 30 ！ 2 0 3（10） 27（90）

み侃。痂 30 7 10 4 21（71） 9（29）

Ro∫o 30 婆 6 2 12（40） 18（60）

白めノ0箔050 30 1 2 0 3（9） 27（91）

、40γOSO 30 2 5 1 8（26） 22（74）

Ro々0ん砂αSO 30 0 2 0 2（8） 28（92）

S勿π7’o 30 6 10 4 20（67） 10（33）

S雇窺。πo～イ。隔 30 4 11 3 18（60） 12（嘆0）

H％加sぬ珈αo勉 30 5 12 2 19（63） 1！（37）

八1∂．401 30 1 2 o 3（10） 27（90）

κ¢9κωα 30 1 3 0 4（13） 26（87）

κ獅。耀8κωμ 30 3 6 0 9（29） 21（71）

TotaI 5！0 53 108 27 188（37） 322（63）

The　number　of　parenthesis　is　each　ratio　of　A／n　and　B／n，　respectively．
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　これらのことに関し，Pr面1e　Analysisにより供試a，　b，　c培地問における生育個

体数の差についての検定を行った結果，ヤマグワ系3品種，カラヤマグワ系4品種，ロ

グワ系5品種計12品種は，ともにaとbの両培地問にはt漏6．713，カ＜0．05，bとc

Table娃．　Varietal　differences　of　developmental　index　on　plantlets　in

　　　culture　of　isolated　buds．

Variety
Shoot

hength

Shoot
翌・奄№・

No．　of

ｳeaves
Leng出of
窒盾盾

Weight　of

窒盾盾

No．　of

窒盾盾

κθ％窺06雇 16．3±1．57 15．8±1．79 26．0±1．73 ！4．0±1，10 9，0±0．83 25．0±3．27

44々％∫αωα 10．5士0．97 13．3±1．92 18．0±1．76 10．2士0．6弓 7．5±1．62 17．0ま2．26

κα勿0η6耀㎜忽6∫雇 6，3±0．87 9．2土1．03 9．0±1。25 6．2±0，75 4．5土0．73 13．0±2．16

ノ癩。痂 ！0．7±0．73 13．6±0．79 23．0土3．37 16．1±0．65 9．5±0．97 30．0±4．32

∫6加π） 12．3土0．98 15．2±0．63 25．0±2．94 16．8±1，44 10β±1，06 33．0±2．98

∫ぬ珈αηoκ6痂 15．0±0．61 16．0±0．91 30．0±3．65 17．5±1．57 12．5土0．72 32．0±4．52

疏‘伽∫競αo加 15．2土0．61 16．7±0．72 25．0±3．62 18．0士1．09 13．3±0．63 35．0土5．23

Values　are　means　of　ten　rep豆ications±S．　D．

認錨

織
　
綿
、
」

驚縣

．繍

羅　
購

Fig．9　plantlets　of　three　vareities　were　deve王oped　in　culture　of　isolated　buds．

　　　　　　A，D：κ6％〃zo6隔　　B，£：∫θ加〃。　C，　F：S痂初αηo％o雇
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培地間にはt＝5．348，ρ〈0．05といずれも有意的な差が認められた。しかし，aと。

の両培地間には差が認められなかった（t＝3．137，カ＞0．05）。

　さらに，b培地においてシュート形成から個体が育成された品種別下戸10個体の茎葉

および根部の状態を示すとTable　4およびFig．9の通りである。分離芽の培養によっ

て育成した7品種は，何れも生長の指標となる茎長，茎重，葉数，弓長，根重はともに

良好で，とくに福島大葉の晶ノ内3倍体が勝っていた。なお，岡，大山（1974）7）によ

る分離芽の培養による茎および葉の発育の良否を3ケ月区分したパターンから，その品

種間差異をみると，本研究においてA型に属するものは，ヤマグワ系の剣持，水沢，カ

ラヤマグワ系の改良鼠返，十文字，ログワ系の清十郎および，3倍体の島の内，福島大

葉の7品種であった。また，B型に属するものは，カラヤマグワ系の一の瀬，ログワ系

の魯桑，青魯桑および22倍体のクロミグワの4品種，そしてC型に属するものは，ヤマ

グワ系の十島，カラヤマグワ系の春日，ログワ系の改良魯桑，露国野桑，4倍体のNo．

401，6倍体のケグワ品種であった。

3．考 察

　本実験では，クワ3系品種群における2倍体のヤマグワ，カラヤマグワ，ログワ系品

種および3，4，6，22倍体の倍数性品種の冬芽の分離培養について，培地別にその品

種間差異を検討した。

　MS基本培地にNAA5×10－6Mを加用したオ’一キシン単独培地（a），　BA5×10－6M

を加用したサイトカイニン単独培地（b）およびNAA10　6十BA5×10喝Mの複合培地

（c）に対する各品種の生育状況をみると，供試17品種中得られた生育個体の約60％は

サイトカイニン（BA）単独培地であり，ついでオーキシン（NAA）単独培地が30％，

残りの10％が複合培地で，生長調節剤の組合せにより生育の良否に品種問差が認められ

た。

　岡，大山7）は，クワ冬芽の分離培養における茎葉の展開および器官形成に関与する植

物生長物質は，1AA，　NAAのようなオーキシンよりもBAのようなサイトカイニンの

効果が大きく，その濃度も0．5～5．0窺g／1の範囲では1．01ηg／1が最も良好で，シュート

形成並びにシュートの茎部に不定根が形成されると述べている。

　本実験においても，分離芽の培地別生長比較において，その増加率に品種間差異が認

められ，サイトカイニン単独培地が勝り11），岡，大山らの報告と岡様であった。次にオ

ーキシンとサイトカイニンの複合培地の場合，生長が3培地中増加率は最低であった。

このことは冬芽から茎葉の展開に関し，サイトカイニン独自の効果は大きいものと考え

られる。しかし，オーキシンとの共存においてはその濃度組合せにもよるが，BA効果

に抑制的な作用があるものと思われる。一方，岡，大山8）によれぽ，腋芽の培養におい

てはオーキシンとサイトカイニンの複合培地が実験的に優れている点を指摘している。

　また供試培地上における町回の生育状況について，岡，大山7）によるBA単独培地に

おける葉の展開の良否をA，B，　Cの3型に類別した各型に適合させてその品種間差異

をみると，シュート形成のA型に属するものは，2倍体のヤマグワ系では剣持，水沢の

2品種，カラヤマグワ系では改良鼠返，十文字の2品種，ログワ系では清十郎の1品種
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であり，3倍体では島の内（ヤマグワ），福島大葉（カラヤマグワ）の2品種の合計7

品種であった。また，2～3枚の展葉はみるが，シュートの形成がないB型には，2倍

体の一ノ瀬（カラヤマグワ），魯桑（ログワ），青魯桑（ログワ）および22倍体のクロミ

グワの4品種，そして葉の展開がほとんどみられないC型には，2倍体の十島（ヤマグ

ワ），春日（カラヤマグワ），改良魯桑（ログワ），露国野盗（ログワ），4倍体のNo．

401，6倍体のケグワの6晶種が属していた。A型の中で，とくに顕著な生長を示した

のは，剣持，十文字，島の内，福島大葉，清十郎の5品種で，ヤマグワ系品種と3倍体

が良好であった。B，　C型にはカラヤマグワ，ログワ系品種がこれに属し，人為4倍体

のNo．401，および6倍体のケグワはともにC型であった。

　一般に，栽桑上における倍数体の生育も3倍体が良好で，4倍体は生長の遅延と屡化

的傾向がみられること，および肋び伽。における4倍体の分離芽の培養も生育不良のC

型に属する点との比較においても，ある程度の関連があるものと考えられた。

　なお，岡，大山9測は冬芽の分離培養において，茎葉展開に及ぼす糖の影響を調べ，

スクロースでは展開がみられないC型の品種であっても，3％のフラクトース加用の培

地においてA型品種と周様の効果があり，B，　C型（市平，ふかゆき）でも茎葉が展開

することを報告している。また，榎本，大山はシマグワなど外国導入桑における分離芽

の初〃伽。での培養は，クワ遺伝資源の拡大につながる有効な手法であると指摘してい

る。

4．摘 要

　供試クワ品種における分離芽の培養を，植物調節剤の組合せ培地と，その生育個体と

の相関について調べ，次の結果を得た。

　1．冬芽の分離培養に用いた3種類の培地のうち，得られた生育個体の約60％を占め

たのはMS÷BA5×10－6M（b）培地であった。またMS＋NAA5×10－6M（a）培地が約30

％，MS＋NAA5×10－6M＋BA5×10－6M（c）培地が約10％と生長調節剤の組合せにより

生育した個体数に差を生じた。

　2．分離芽の培養による茎葉の展開と生長にはサイトカイニンがオーキシンに比べ効

果的であった。

　3．岡，大山（1974）による分離芽の培養に関する3型（A，B，　C）から系統別品

種をみれば，A型はヤマグワ系（3倍体を含む）が多く，　B，　C型はカラヤマグワ，ロ

グワ系であった。

　4．出葉一シュート形成一発画一個体の発育過程に適合するのはA型品種で，とくに

剣持，島の内，福島大葉は上記の3型に属する代表的品種であった。
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Summary

Varietal Differences on Culture of Isolated Buds in Mulberry Plant

                       Kengo OSHIGANE
Attached Facility in Experimental Farm, Faculty of Textile Science and Technology,

                 Shinshu University, Ueda 368, Japan.

   There was studied the relationship between the various growth reguiators added

to MS medium and the development of plantlets in vitro cuiture of the isolated

mulberry plant's buds. The results of this reserch are summerized as follows.

1. The isolated winter buds came out under these three different media ; there were

  the growth reguiator of NAA5 × 10-6M, BA5 × 10-6M aRd NAAIOrm6M÷ BA5 × 10-6

  M in each medium, and the plantlets in these media showed each growing rate ; the

  former medium produced extremely remarkable result of 60%. However, the

  latter of the other two media was only 30% and 10% respectively. It was obviously

  recognized, therefore, that the growth reguiator made great defferences for the

  developmeRt of isolated buds.

2. As concerns the leaf and stem development of the isolated winter buds, Cytokinin

  was much more effective than Auxin.

3. According to the report of Oka and Ohyama (1974), the variety of development

  of the isolated winter buds is divided iRto these three types cailed A, B, and C ; the･

 type A mostly beiongs to Morz{s bombycis (containing 3x species), the type B and

 C are both M. alba and M. multicaulis.

4. Especially Kenmochi, Shimanouchi and Htzkzcshimaoha were precisely admitted

 to be the representative type A which was coRformed to the process of the growth,

 such as the leaf and shoot formatioR, rooting and plantlet.


