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1　は　じ　め　に

リンドウ（Geれわα柁αSpp．）は宿根草であるが，挿し

芽などの栄養繁殖が困難であるため，鉢物を除き種子（実

生）によって増殖されている。しかし，F．品種を除き，

実生の場合個体の形質は遺伝的に固定されていないのパラ

ッキが大きく，商品の均一性の面で問題となっている。ま

た，F．育種では．リンドウは自殖によって弱勢化が起き

るため∴親系統の形質を変化させず維持することが重要で

ある。これまでは，系統内の個休ごとに自殖し維持してき

たが，形質が分離したり，また病害虫などで遺伝資源をな

くすことも多かった。

そこで，リンドウの優良系統及びFl採種用親株を長期

的に維持・保存するため，処理期間が短く簡易なガラス化

法による超低温保存技術を検討した。

2　試　験　方　法

（‖　試験材料

通気膜のついたプラントボックスで，20℃，18時間照明

下で2ケ月間培養したリンドウ（G．‘rげJorα×G．scαbrα）

の腋芽を含んだ節組織（約2m）を用いた。

（2）超低温保存の方法（図1）

供試材料を調整した後，高糖濃度のMS培地で2日間前

培養した後，室温（25℃）でガラス化液（PVS2：グリ

セリン30％（W／V）＋エチレングリコール15％（W／V）

＋DMSO15％（W／V）＋ショ栂0．4M）で処理し，液体

窒素に投入し保存した。その後，液体窒素から取り出し，

38℃の温水中で急速に温め，1．2Mショ糖のMS培地で洗

浄し．ロ紙をしいた培地で1日間培養後，通常の発根培地

に移植して培養した。培養30日後，腋芽が伸長した切片数

を調査しその割合を腋芽伸長率（％）とした。
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図1　超低温保存の方法

（3）前培養培地のショ糖濃度の検討

前培養培地のショ糖濃度について検討するため．0，

0．3，0．5，0．7Mショ糖添加MS培地で2日間培養後，ガ

ラス化液に60分間室温（25℃）で処理し，液体窒素に投入

し，保存後，腋芽伸長率を調査した。

（4）前処理腋の検討

浸透性の高いガラス化液の影響を緩和するため，事前に

希釈した液で処理する方法（前処理）について検討した。

0．3Mショ糖添加培地で2日間前培養した後，3種規の

前処理液，40％PVS2，60％PVS2，2Mグリセリンと

0．4Mショ糖の混合液にそれぞれ20分間浸潰，その後ガラ

ス化液に45分室温（25℃）で処理し液体窒素に投入，保存

後，腋芽伸長率を調査した。

（5）ガラス化液の処理時間の検討

前処理液の検討の結果，腋芽仲良率が高かった2Mグ

リセリンと0．4Mショ糖の混合液を用いて前処理の有無と，

適正な脱水量を得るためのガラス化液の処理時間について

検討した。

3　試験結果及び考察

山　前培養培地のショ糖濃度の検討

ショ糖OMで腋芽伸長率が11％，0．3Mで44％，0．5M

で28％．0．7Mで6％となり，0．3Mがもっとも高かった

（表1）。

表1前培養培地のショ糖濃度の影響

ショ糖濃度　　　　　　　腋芽伸長率
（M）　　　　　　　（％±S．E．）
0

0．3

0．5

0．7

11±　0

44±　8

28±11

6±　0

温　供試個体数：9個体2反復

（2）前処理液の検討

前処理を行わなかった対照区の腋芽伸長率が28％であっ

たのに対し，40％PVS2で61％，60％PVS2で56％，

2Mグリセリンと0．4Mショ糖混合液で78％となり，前処

理の効果が認められた。3種類の前処理液では，2Mグ

リセリンと0．4Mショ糖の混合がもっとも再生後の伸長率

が高かった（表2）。
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表2　前処理液の種類

前処理液
腋芽仲良率

（％±S．E．）
な　　　　　し　　　　　　　　　　28±17

40％PVS2　　　　　　　　　　61±8

60％PVS2　　　　　　　　　56±11

2Mグリセリン＋0．4Mショ糖　　　　　78±11

注．供試個体数：9個体2反復

（3）ガラス化液の処理時間の検討

図2に示すように，ガラス化液処理時間30－75分の間で

前処理の効果が高かった。さらに，前処理を行った中では．

45分間処理が点も腋芽伸長率が高く，75％であった。

4　ま　　と　　め

以ヒの結果，0．3Mショ楷添加MS培地で2日間前培遷

した後，2Mグリセリンと0．4Mショ糖の混合液で20分間

前処理を行い，さらにガラス化液に45分間処理し液休窒素

で保存する方法が再生後の腋芽伸長率が高く実用的であっ

た。

この技術を利用することにより，優良系統や開場での変

異個体を長期的に保存できると考えられる。
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