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1 は じ め に

山形青菜はタカナの一種で,漬物用野菜として県内で古

くから栽培されているが,長 日条件で抽台するため作期が

限られている。そこで,細胞融合やソマクローナル変異に

よる品種改良を図るため,プ ロトプラストの培養条件につ

いて検討したので報告する。

2試 験 方 法

プロトプラストは,無菌播種 5日 後の子葉及び 1カ 月後

の本葉を約 2皿幅に細刻 して酵素液に浸漬し,25℃ ,暗黒

下で50rpm l時 間処理後,1時間静置して単離 した。酵素

液は,01%ペ クトリアーゼY-23,05%セ ルラーゼオノ

ズカRS,05Mマ ンニ トールをCPW塩 (pH5 8)で調整

したものを用いた。

本試験を行うにあたり,初代培養の基本培地について検

討を行ったが,李 ら )`の報告にあるNitsch培地の場合,カ
ルス形成は良好であったが再分化率は低く,ま たダイコン

で再分化例のあるPelletierら
3)の B培地においては初期

分裂が認められなかった。そこで,西尾らのの報告を参考

に,ア プラナ科のプロトプラスト培養で広範囲に成功例の

ある修正MS培地を基本培地として培養を行った。

(1)初代培地とコロニー形成
1)初代培地の無機塩組成と細胞密度,追加培地法

初代培地 (MS培地+ビ タミン1/2MS+1%シ ョ糖+
05Mマ ンニ トール十BA10mg/′ +NAA05mg/`)
における無機塩組成とプロトプラスト分裂状況との関係に

ついて調査した。また,培養約 2週間後に追加培地を行い
,

細胞密度や追加培地法がコロニー形成に及ぼす影響につい

て調査 した。培養温度は,25℃ とし,培養開始10日 目まで

は暗黒下,その後は散光下に静置した。

2)初代培地のホルモン組成

初代培地 {無機塩1/2修正MS培地 (NH.N03200mg
/′ )+1%シ ョ糖+05Mマ ンニ トール}に おけるホル

モン組成 (BA,NAA,2,4-D)が プロトプラス トの

分裂・ コロニー形成に及ぼす影響について調査した。

② プロトプラストからの植物体再分化条件

カルス誘導のホルモン条件と再分化との関係を検討する

ため,培養約 4週間後のコロニーをBA, 2, 4-Dを組

合せて添加 したカルス形成培地 (無機塩1/2修正MS培地

(ヽ H`NO,200mg/′ )+1%シ ョ糖+08寒天)に プレー

ティングしてカルスを誘導し,得 られた径 1～ 2mの カル

スを再分化培地 (MS培地+BAl mg/′ +GA30 035mg

/2■ 3%シ ョ糖+08%寒天)に移植 して再分化率を調

査 した。

また,カ ルス形成培地のホルモン組成をBA05mg/2
+2,4-D05mg/′ に固定し,初代培地のホルモン411成

(BA+NAA)及 び再分化培地のホルモン組成 (BA+
AヽA,BA+GA,)と 再分化との関係についても検討 し

た。再分化培養は,25℃ ,16時間日長条件下で行った。

3 試験結果及び考察

(1)初代培地とコロニー形成

1)初代培地の無機塩組成と細胞密度,追加培地法

プロトプラストの分裂は,無機塩の濃度を1/2倍 にし
,

NH`N03を 200mg/2に修正した区で認められたが,無
機塩1/1修正MS(NH`NO`400mg/′ )培地では分裂が

認められず,無機塩1/4修正MS(NH`N00100mg/′ )

培地では分裂率が低かった (表 1)。 このことから,初代

培地としては無機塩1/2修正MS(NH`NO,200mg/′ )

培地が適するものと判断されたので,次項試験の初代培地

及びカルス形成培地の基本培地に使用した。

*:A:1/1MS(NH`N00400鴫/2)
B:1/2MS(NH`N00200略 /″ )

C:1/4MS(NH.N00100mg/″ )

**:培養 5日 目調査 ― :無 十 :少

細胞密度 i50× 104/m′

ホルモン組成 :BA1 0mg/′ +NAA05鴫/′

子葉プロトプラストの培養結果

コロニー形成率は,細胞密度を25× 101/mlと し,初代

培地からオー■シンのみを除いた培地を追加した区で良好

であったが,細胞密度の高い区では,コ ロニーの褐変化が

観察され,コ ロニー形成率が低かった (表 2)。

表2 初代培養の細胞密度・追加培地法とコロニー形
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子葉プロトプラストの培養結果

プロトプラストを分裂させた後,コ ロニーの生育を早め

たり褐変を防止するためには,培地のオーキシンの濃度を

下げる必要のあるものが多くい
,山形青菜についても同様

の傾向が認められた。
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2)初代培地のホルモン組成

初代培地のホルモン組成とコロニー形成との関係につい

て検討した結果,子葉由来プロトプラストでは,BA01～
1 0mg/′ +ヽ AA10～20mg/″ の組合せで細胞分裂率 ,

コロニー形成率が高 く,本葉由来プロトプラス トでは
,

BA05～ 10mg/2+NAA05mg/″ の組合せで良好で

あった。BAと 2,4-Dの 組合せは,コ ロニー形成率が

低く, 不適と判凶,さ オτる。

表3 初代培地のホルモン組成とプロトプラストの分

裂, コロニー形成

*:プロトプラスト分裂率  ―:0%  士:<1%  =:1～ 6%
十■:5～0%  ・ ++:20～ 50%

**:培養14日日調査  ―:無 ■:少 +=:中 ■十■:多

初代培地:1/つ MS(ヽ H(N0020111g/′ )

細胞密度:25× 10(/“

8)プロトプラストからの植物体再分化条件
カルス形成培地のBAと 2,4-D濃 度 と再分化との関

係を検討した結果,茎葉の再分化は2, 4-D05mg/′
+BA05mg/2で誘導 したカルスを再分化培地に移植 し

た場合にのみ認められ,それ以外のホルモン濃度で誘導 し

たカルスからの再分化は困難であった (表 4)。 このこと

から,カ ルスの誘導条件が再分化に密接に関与しているも

のと推察される。

組成 形成,

初代培地及び再分化培地のホルモン組成が再分化に及ぼ

す影響について検討した結果,初代培地のホルモン組成を

BA05mg/′ +NAA1 0mg/2と し, BA05mg/′ +
GA30 035mg/′ を添加した再分化培地に移植した場合に

,

最も多くの茎葉の再分化が認められた (表 6)。

再分化 した茎葉はホルモンフリーのMS培地への移植に

より発根 し,馴化個体を得ることができた。

表 5 再分化培地のホルモン組成と植物体再分化
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*:再分化培養15カ 月目調査

再分化カルス数/移植カルス数
カルス形成培地 :

1/2MS(NHIN00200mg/′ )+BA05鴫 /′
+2,4-D05mg/′ +1%suc+08%agar

本葉プロトプラストの培養結果

なお,本試験の培養系において細分化植物を得ることが

できたが,さ らに効率的な再分化系を確立するために,初
代培地においてChatterieeら (1983)の B5改変培地等

についても検討する必要があるものと思われる。

4 ま と め

山形青菜のプロトプラスト培養について検討した。初代

培地としては,無機塩組成1/2修正MS(NH(NOs200rng
/′ )の基本培地にBA05mg/′ +ヽ AA10mg/′ を添

加 した培地が適 していた。 コロニー形成は,細胞密度を

25× 104/1nllと し,細胞分裂後はNAAを除いた新鮮培地

を追加することによって促進された。植物体の再分化は,

BA05mg/′ +2, 4-D05mg/′ を添加した培地でカ

ルスを誘導 し,得 られたカルスをBA05mg/″ +GA3
0 035mg/′ 添加の再分化培地へ移植した場合に最も多かっ

た。
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表4 カルス形成培地のホルモン組成とカルス
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