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Fig. l-a Procedure of micrografting of 

the meristem tissue on the protocorm root. 
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Fig. l-b Procedure of micrografting of 

the meristem tissue on the seedling root. 

stock. 

地中の無機塩類のみを 1/8倍の濃度に希釈(1/8MS 

培地と略称)し，実験2と同量のショ糖および寒天を

添加した培地を用いた.培地の pHはオートクレーブ

による滅菌前に， 0.1-1規定の NaOHおよび HClで

5.5に調整した.置床後は全て 25"C連続照明下(約 1，

OOOlux)に置き培養を行った.実験3では， 1/8 MS寒

天培地上に，1)直接， 2)滅菌蒸留水， 3) 1/8 MS液

体培地を少量滴下し，この上に外植体を置床し 1カ月

間培養を行った.実験 4で>fi，Fig.1-aおよび Fig.1

bに示す方法によりエビネ種子の座培養より得られ

た直径約 2mmのプロトコーム (protocorm)および長

さ約 3cmの幼苗を台木組織とし，1)寒天培地上に直

接， 2)プロトコームの頂部を切除し，切り口上に， 3) 

プロ卜コームの基部を切除し，反転させた後の切り口

上に， 4)プロトコームの頂部を切除し，切り口上に1/

8MS培地を滴下しこの上に， 5)幼苗の茎部を長さ約

5mmに切り取り，頂部切り口上に， 6)幼苗の根の先

端部を長さ約 5mmに切り取り，基部の切り口上に，
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それぞれ生長点を接木し 1カ月間培養を行った.

結 果

実験 1. BA処理 1カ月後に偽球茎肢芽から形成さ

れたシュートの数，長さおよび偽球茎部の直径を

Table 1に示す.偽球茎のみの場合， BA: 10， 50およ

び100ppmの処理区で，シュートが着生している場合

はBA:50および 100ppmの処理区で複数のシュー

卜形成が促進された.形成されたシュート数はいずれ

もBA:50ppmの処理区で最大であった.シュートの

伸長は，偽球茎のみの場合は BA:10および 50ppm

の処理区で，シュー卜が着生している場合は BA:1 

ppmの処理区で促進された.また，シュー卜が着生し

ている場合， BA: 100 ppmの処理により偽球茎部の

肥大生長が見られた.

実験 2.MS培地中の無機塩類のみを， 1/16， 1/8， 

1/4， 1/2， 1および 2倍の濃度とし，これが生長点組

織片の生存に及ぼす影響について調査した.一カ月後

の結果を Table2に示す.無機塩類を 1/8-1/2倍の濃

度に希釈することにより置床 1週間後より緑色化組織

が多く見られ，濃度1/8倍の場合 1カ月後に 65%の

組織が緑色化した.また，濃度 2倍の処理区では全て

の組織が白色あるいは褐色化し最終的には活着しなか

った.

実験 3.寒天培地上に滅菌蒸留水および1/8MS液体

培地を滴下し，これが生長点組織片の生存に及ぼす影

響を調査した. 1カ月後の結果を Table3に示す.1/

8MS液体培地を滴下した場合，組織の緑色化が多く

見られた.蒸留水滴下の効果はほとんど見られなかっ

た.

実験 4. Iff培養により得られたエビネのプロトコー

ムおよび幼苗に外植体組織を接木し，これが生存率に

Table 1. Effect of BA on the shoot formation of pseudobulb axillary buds 

Number Length (mm) Diameter(mm) 
BA (ppm) 

P P+S P P+S P P+S 

。 1.0 1.0 7.4 5.0 3.7 3.0 

1 1.0 0.3 11.1 21.5 3.7 4.0 

10 1.5 1.0 18.7 8.0 4.9 3.8 

50 1.6 2.5 17.3 7.9 5.0 3.6 

100 1.3 1.6 10.3 8.3 4.4 6.0 

P ; Pseudobulb. 
P十S;Pseudobulb with shoot目

Diameter; Pseudobulb diameter of the developed shoot. 

Table 2. Effect of dilution of inorganic salts in MS medium on the success of the meristem tissue culture 

Treatments N o. of explants Green tissue (%) White tissue (%) Brown tissue (%) 

1/16 MS 15 1 ( 6.7) 10 (66.7) 4 (26.7) 

1/8 MS 20 13 (65.0) 6 (30.0) 1 ( 5.0) 

1/4 MS 15 3 (20.0) 9 (60.0) 3 (20.0) 

1/2 MS 12 3 (25.0) 6 (50.0) 3 (25.0) 

1 MS 12 2 (16.7) 9 (75.0) 1 ( 8.3) 

2 MS 11 o (0 ) 8 (72.7) 3 (27.3) 

Table 3. E任ectof a liquid drop fell on the surface of agar medium on the suα四 sof the tissue culture 

Treatments No. of explants Green tissue (%) White tissue (%) Brown tissue (%) 

1 20 4 (20.0) 14 (70.0) 2 (10.0) 

2 20 4 (20.0) 16 (80.0) 0 (0 ) 

3 20  13 (65.0) 6 (20.0) 1 ( 5.0) 

1. Explant was placed on the surface of agar medium 
2. Explant was placed on a drop of distilled water. 

3. Explant was placed on a drop of 1/8 MS medium 



平俊本彦・上崎島12 

E任ectof micrografting on the success of the meristem tissue culture Table 4. 

2 (20.0) 

5 (50.0) 

5 (55目 6)

8 (88.9) 
6 (50.0) 

5 (50.0) 

1. Explant was placed on the surface of agar medium. 

2. Explant was placed on the apical incision of the protocorm. 

3. Explant was placed on the basal incision of the protocorm. 

4. Explant was placed on a drop fell on the apical incision of the protocorm. 

5. Explant was placed on the apical incision of the stem tip. 

6. Explant was placed on the basal incision of root tip. 

Green tissue (%) Brown tissue (%) 

1 (10.0) 

o (0 ) 

o (0 ) 

o (0 ) 

2 (16.7) 

o (0 ) 

White tissue (%) 

7 (70.0) 

5 (50.0) 

4 (44.4) 

1 (11.1) 

4 (33.3) 

5 (50.0) 

N o. of explants 
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ネ組織片の生存率は， MS埼地中の無機塩類濃度の希

釈によって著しく向上することが明らかとなった.

た，寒天培地上への培養液滴下の効果については，生

長点組織から溶出する生長阻害物質が液体中で希釈さ

れ，生育抑制効果が緩和された結果生存率が向上した

と考えられる.1.η vitroにおける生長点接木の生存率

向上効果については，培養の初期段階においては，台

木組織からの拡散性生長促進物質の移動による保護効

果によるものと考えられ，組織の違いによる差がほと

んど見られなかったことより，これらの物質が植物体

中の各部位に存在することが示唆された.本研究では，

エビネの組織培養において，従来困難視されていた生

長点培養によるプロ卜コーム形成誘導が生長点組織の

接木により容易に誘導されたことより，

の増殖によるクローン苗の急速増殖の可能性が示唆さ

れた.In vitroにおける生長点接木法は， Murashige 

et al. (1972)によって初めて行われ，柑橘類のウイル

スフリー株育成に対する有効性が示された.

種子を invitro培養した場合，ウイルスの種子への感

染が認められない事実より，得られた幼苗はウイルス

フリーである可能性が高い.このため，

点接木においては，台木組織から生長点組織へのウイ

ルス感染の可能性は極めて低く，柑橘の場合と同様ウ

イルスフリー株育成に有効な手段であると考えられる.

ま
A
山

エビネの

エビネの生長

1. エビネ生長点培養を行う際，外植体の雑菌によ

る汚染程度がシュー卜の生育初期段階に少ない事実よ

り，不特定時期に外植体を得る目的で，まず最初に，

in vivoにおいて偽球茎に BA処理を行い，これが肢

芽からのシュー卜形成に及ぼす影響を検討し，次に，

in vitro培養における外植体組織の生存率向上を目的

プロ卜コーム

約要

及ぼす影響を調査した. 1カ月後の結果を Table4に

示す. 50%以上の組織が緑色化し台木組織の違いによ

る差はほとんど見られなかった.緑色化率は，

コームの頂部を切除し，この切り口上に液体培地を滴

下した処理区で最大であった.また，緑色化した組織

の多くからは，培養を継続することにより複数のプロ

トコーム様球体，シュー卜および根の形成が見られた.

白色化組織のなかに緑色化するものも見られたが多く

は褐色化し活着しなかった.

察

温帯原生の地生 Calantheの生長点組織培養に際し

て，親株から組織片を無菌的に摘出すること，

培地上で生存することは共に困難であるとされている.

本研究では，合成サイトカイニンである BAを処理し

生育停止中あるいは生育開始前の偽球茎肢芽の璃芽お

よびその後の急速な生育を強制的に促し，阪芽から形

成されたシュートの生育初期に，生長点組織の摘出を

行えば，菌類による汚染を完全に回避することができ

た.このことより生長点組織の汚染率は，

生育段階に関係し， BA処理によりシュー卜形成を促

せば，不特定時期に生長点組織の無菌的摘出が可能で

あると考えられる.In vivoにおける偽球茎への BA

処理が invitro培養における外植体組織の生存率に及

ぼす影響については示していないが，以前の実験(未

発表)において BA処理による確実な生存率の向上が

認められた.ラン科植物の invitroにおける種子培養

において，種子の発芽およびその後の生育は，培地中

の無機塩類の組成および濃度に大きな影響を受けるこ

とが明らかにされている. (Ernst et al.， 1971，市橋，

1980) .本実験では，濃度の検討のみ行ったが，生長点

組織の培養においても種子培養の場合と同様で，エビ

および

シュートの

プロ卜
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Summary

1. In the meristem tissue culture of Calanthe  species, a contamination by fungi or
bacterium was scarcely observed when an axillary bud as an explant was excised from rapid
growing young shoot. Therefore, this study, was carried out with the objects of obtaining
aseptic explants in all seasons and increasing survival rate of explants. Firstly, the effect of
BA treatment on the shoot formation in axillary buds of pseudobulb was examined. Second-
ly, after the examination of culture medium condition, micrografting of explant on the
protocorm and seedling rootstock was conducted.

2. The treatment of BA promoted shoot formation from the axillary buds of the

pseudobulb, and gave the maximum number of shoots by the treatment of 50 ppm concentra-
tion of BA.

3. The dilution of inorganic salts of MS medium was effective for an increase of
survival rate of explants.

4. A drop falling of l/8 strength of MS liquid medium on the surface of agar medium
was effective for the success of the meristem tissue culture. A drop of distilled water was not
effective.

5. Micrografting of the meristem tissue was the most effective for the formation of



protocorms. More than half number of explants survived and turned to green by all
micrograftings. Differentiation  in survival rate between each treatments of micrografting
was not observed. The optimum survival rate was obtained when the explant was placed on
a drop of l/8 strength of MS liquid medium fell on the apical surface of an incision of the
protocorm.

6. Contamination by fungi and/or bacteria in the meristem explants was scarcely
observed when explants were excised in young shoots obtained by the treatment of BA. After
greening of meristem tissue, the plural number of protocorms were developed from these
explants. This fact suggested that rapid mass propagation by proliferating, protocorm would
be practicable.


