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液体窒素中で保存 したクワ冬芽の生存
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:ま え が き

植物遺伝資源は新しい農業生物資源開発のための不可

1欠の素材であり,こ れを長期にわたり安全に保存し,いつ

でも取出して利用できるようにしておくことは極めて重要

である。栄養繁殖性の植物遺伝資源は通常成木の状態で保

存されているため,広い圃場面積と多くの管理労力を要す

る上 ,病虫災害の面でも多くの問題がある。こうした問題

を解決するため昭和48年から昭和52年まで 5か年にわたり

「永年性木本作物の有用生殖質の長期保存と利用に関する

研究」が実施されたYその成果の中で器官と個体の低温保

存に関するものでは,ブ ドウの移 はヽ-5℃ ～ -3℃ で 5

年,生存率11%,ナ シの穂木は-3℃ ～+1℃ で 5年 ,生

存率51%.と いう結果が得られた。そのほか リンゴ,カ ン

キツ類,チ ャ,ク ワ等で同様の試験が行われているが,い

ずれも保存期間が長くなるに従って生存率が低下する傾向

があった。その原因の一つは雑菌の増殖であるが,穂木の

貯蔵前に殺菌剤処理を行っても腐敗防止には多くの効果を

期待できなかった。そこで器官,組織等の超低温貯蔵法を

Yア権株菫翼軍単量梁案弄場騒量18糞モ「 層鼻´言ダζ

の皮層組織やコリヤナギ,ポプラの枝を用いて,こ れらの

植物を超低温で生存させうる予備凍結温度は-30℃前後で

あることを明らかにしている。また,横山
31らはクワ冬芽

を用い-30℃ まで予備凍結後,液体窒素に15日 間置き0℃

の温度で融解処理を行ったところ,さ し木及び接木では枯

死 したが,培養において芽の生存を確認した。著者らは桑

品種の保存を行っているが,その超低温による長期保存を

日的として,予備凍結条件に関する試験を二,三試みたの

でその概要を報告する。

2試 験 方 法

(1)試験 1 予備凍結後さし木及び分離培養

供試した枝条は1986年 1月 20日 に採取し,基部より25"

の長さの枝条を1区当たり5本ずつ用いた。枝条は厚さ003

回のポリエチレンの袋に入れて密封し,表 1に示す条件で

予備凍結を行った。凍結処理後ポリエチレン袋より取り出

した枝条を35℃ の温水中で 5分間融解,風乾後 2℃ の恒温

器で保護した。生死を判定するため各区 2芽 1節間の枝条

10本ずつを砂さしするとともに10芽ずつ分離培養を行った。

培養には果糖2%,BA/呼 /′ を含むMS培地を用いた。

なお,寒天濃度は 06%である。
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●)試験 2 予備凍結後液体窒素 (-196℃)処理

供試した枝条は1986年 3月 5日 に採取 し,基部より120

ぃで切断し厚さ002‐のポリエチレンの布に包み 2℃で保

護した。枝条から冬芽を含む約2釧 の枝片を切断し,キ ャ

ニスターに入れ表 3に示す条件で予備凍結を行い,更に液

表
' 

予備凍結条件 (試験 1)

”）＼淋

温    度  (℃ ) 生死の判定

0 -10 -20 -30 挿し木 培 養

1 ○ ◎

2
‐1日 ○ ◎

3
‐1日 ● ◎

4
-1日 ● ◎

5 →1日 → 1日 ● ◎

6 ,1日 -1日 ‐1日 ● ◎

表2 予備凍結処理冬芽の挿 し木及び培養後の生長
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体窒素処理を行った。凍結処理後の融解は35℃ の温水中で

20分間とした。生死の半睫 は各区15芽ずつ冬芽培養法で行っ

た。

表3 予備凍結条件 (試験 2)

項 目

区別

温 度 (℃ )

LM2
0 -10 -20 -30

1
‐1日

2 '1日 -1日

3 →1日 ‐ 1日 -1日

4 → 1日 → 1日 ,1日 ‐1日

培養開始 61322
培養芽数 各区 15芽

3 試験結果及び考察

試験 1の結果を表 1に示した。さし木では 3区以降は不

発芽となったが,培養においてはすべての区で生存が認め

られた。さし木において無処理区と2区ではすべて発芽が

みられたが,無処理区の発芽開葉が整一であったのに対し

て,2区は 1～ 4日 遅れの発芽で不整であった。さし木後

14日 日で解体調査した結果を表2に 示したが,平均新梢長

及び葉数のいずれにおいても2区が劣った。培養において

2区の 0℃ よリー10℃ 1日 間接触では培養後30日 目におい

て枯死がみられなかったが,ク ヮは耐凍性が強いといわれ

ていることから,-10℃ 1曰 くらいでは凍害はおきないも

のと思われる。 0℃より直接 -20℃ ,-30℃ まで凍結した

場合においては,一部細胞内凍結をおこしているものと思

われる。第 6区のように-30℃ まで段階的に下げた場合に

生存率100%・ シュート形成率78%と 最も良好な結果が得

られた。

試験 2の結果を表 4に示した。培養30日後における生存

率をみると, 1区の 0℃から直接液体窒素処理 した場合に

はすべて枯死したが,ほかの 3区では60%～70%の生存率

であった。生存 した個体の生長度合をみると2区では1芽

のシュートがみられたが全般的に生長は不揃いであった。

3区と4区ではそれぞれ 4芽ずつシュートがみられたが ,

平均シュート長及び葉数においては 4区が優る結果であっ

た。

以上の試験から桑冬芽を枝とともに凍結する方法でも,

適当な予備凍結条件を与えることにより,液体窒素処理後

冬芽からシュートを再成できることが明らかとなった。し

かし,その後試験を反覆すると生存率が極めて低 くなる場

合もあった。安定 した生存率及びシュート再生率を得るに

は予備凍結の速度あるいは融解速度等について更に検討す

るとともに,あ らかじめ冬芽のみを分離してから凍結に移

す方法も実施する必要がある。
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表4 LN2処 理冬芽の培養後の生長
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