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九大横堀（Bull．KyushuUniv．For．），75：15一犯1996  

ニセアカシア（勘助拗れ卵用劫朋肌加几．）  

の耐塩性カルスの選抜＊  

陳  任＊＊・玉 泉 幸一郎＊＊。欝 藤  明＊＊  

抄  録  

エセアカシアの胚如からのカルスの誘導，詞肇カルスからの不定穿の分化及び不定堰の  

分化に適した培地の組成 ホルモン激皮及び培養環境巷検討し，カルス培童系を確立した．  

すなわち，カルス誘導にはMS（Murashigeβ才αg．，1962）培地が佼も過しており，2，4－D  

（2，4－ジクロロフエノキシ酢酸）1〃MとBÅP（6－ベンジルアミノプリン）10〟Mを加え  

た培地で窮噂されたカルスの不定穿分化率が高かった．カルスからの不定穿分化には，  

NAA（α榊ナフタレン酢酸）0．1〃MとBAP6〟Mからま0〟Mを組み合わせた培地が適  

しており，不定椒の分化には‡AA（3－インドール酢観）単独で紬Mから9〃M加えた  

培地が適していた．  

この培養系に基づいて，中国の3産地から採取された種子を類型（無縞，有縞）別にカ  

ルスを満額した．更に誘導されたカルスを，NaClを0．15M，0．20M及び0．25M添加した  

耐塩性選抜用培地で培養した．その総見 産地間，横型間で耐墟性に差があり，憾仁鼠  

無縞類型のカルスで耐墟性が強かった．カルスで得られた耐塩性は，それぞれの実生番の  

耐塩性と類似しており，カルスからの耐墟性選抜は有効な手法であると考えられた．  

キーワード：胚紬培巡，耐塩焼カルス選抜，エセアカシア  

1． は じ め に  

地球の温暖化及び大気汚染等生活環境の劣悪化が危惧されてきた今日，森林の保全や緑  

化は赦も緊急を要する課題であると言われる．特に砂漠とその隣接する準乾燥地の塩類集  

積土壌が地球上の陸地のかなり広大な商機を占めており（松本，1993），耐塩性を督する植  

物の創出によって緑化を推進することは今日の重要な課題になっている．耐塩梗概物の創  

出については，交配，選抜，固定という従来的な手法ほ時間を要するので，最近ではバイ  

オテクノロジpの利用による研究が盛んに行われている（Lebrun，1985；Rains，1986；  

Davis，1989；Han，1993）．   

本研究で扱ったニセアカシア（飢凝血り加融加闇ぬ L．）は根粒菌の共生による窒素固  

定能や耐塩性を有し，また葉蘭のガス吸収能が高いため各種劣悪肇磯での緑化や大気浄化  

用樹種として近年注目されてきた（緋，1994）．ェセアカシアはもともと北アメリカの原産  

で17梗紀から世界各地に導入され，広く栽培されている．エセアカシアの組織培養に閲す  

＊cHEN，R．．GYOKUSEN，K．andSAITO，A．：ScreeningofNaCl－TolerantRobiniapseudoacacia L．   
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る研究は，穿（Chalupa，1987；Davis，1987），薬（Hu，1985；Chalupa，1988；Arriuaga，  

1993），根（Isikawa，1987），枝（Davis，1987），節間（Chalupa，1983），形成層（Fuktlda，  

1986），萌芽枝（Chalupa，1987；Civinova，1990）仁腋芽（Barghchi，1987），子葉（Fukuda，  

1986；Arrillaga，1993）ならびに胚軸（Fukud礼1986）等の器官培賽に関する嘲告が多い．  

また一方では，胚紬（緋，1994；福田，1994），子糞（緋，1994；福臥1994），萌芽枝（Han，  

1990），節聞（矧乳1994），形成層（Han，1990；福田，1994）等の組織由来のカルス培養  

に関する研究もある．更に，胚培養（Merkle，1989；Han，1993；Arrillaga，1994）及びプ  

ロトプラストの分離と培養（Han，1988）を試みた報告もある．耐性個体の創出には，耐力  

ナマイシン（kanamycin）の遺伝子導入についての報告（Davis，1989；Han，1993）はあ  

るが，培養細胞の変異の誘導と選抜による耐性個体の創出に関する報告は見当たらない．   

本研究ではニセアカシアの胚紬を材料にして，胚軸からのカルスの誘導，カルスからの  

不定穿の分化 得られたシュートからの不定椴の分化等における戯適な培地の組成，ホル  

モンの浪皮及び培養条件を検討し，カルス培滋系を確立した．さらに，この培養系を基本  

として，カルスレベルでの耐塩性細胞の選抜に適した塩処理の磯波，期間等を種々検討し，  

耐塩性個体の創出を試みた．  

2． 材料と方法  

2．1．カルス培養による植物体の再生   

2．1．1．カルスの誘導   

中国懐仁塵のエセアカシアの2個体（無縞，Al）から採種した種子を針刺した後クリー  

ンベンチ内に持ち込み，3％の次亜塩素酸ソーダ液で20分間滅菌し，滅菌水で4回以上洗  

浄した後，滅菌した0．5％の庶糖を含む寒天培地（寒天浪皮は0．8％）に播種した．下胚軸  

の伸長を促進するため280cの晴韻下に5日間置いた後，250c，光合成有効光黛子東密度  

（PPFD）50JJmOlm山2s∴ 明期16時間／冒の照明下で10軋間培養して，鰯歯の稚萬（下胚  

軸炭5－8cm）を得た．次いで，その下胚軸庖約2mmから3mmの長さに切断してカルス誘  

導培地に置床した．以下の実験においては，この2個体の下胚軸を別々に増益し，統新解  

析においては，2回の繰り返しとして処理した．   

カルス誘導培地には，MS培地（Murashige扉d来1962），B5培地（Gambo柑β古紙  

1968），WPM培地（Lloydβ～αgり1981）のいずれかに2，4－ジクロロブエノキシ酢酸（2，4－D）  

と6－ベンジルアミノプリン（BAP）の駿皮を種々組み合わせた34種類（表1）を用いた．   

培養4週間後のカルス形成の良好な培地は，MS培地のNo．1～16の培地（表1）であっ  

たので，これらのカルスを3週間ごとに同じ培地で松代培養した．  

2．1．2．不定芽の分化   

誘導された培養12週間目のカルスを約0．3gずつに分割し，培地の種類ごとに不定穿分化  

培地に20個ずつ移植した．不定芽分化培地はMS培地にα仙ナフタレン酢酸（NAA）と  

BAPを各種組み合わせた12種類（表1）とした．  

2．1．3．不定根の分化   

不定芽分化培地で誘導された不定穿を同じ組成の培地に移植して培餐を続け，シュート   
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が2cm以上に仲良した時点でシュートを切り取り，カルス誘導と不定穿分化の前歴を細祝  

して，ランダムに不定根の分化培地に10本ずつ移植した．不定根の分化培地には，1／2MS  

培地（MS培地の醸機成分を1／2濃度とした培地）にNAAと3】インドール酢酸（IAA）  

を単独または各種組み合わせた14樺類（表1）を用いた．   

以上の各種類の培地ほ，全てpHを5．8に調整し，2．4g／gのゲルライト（gelrite）を加  

えた後25mmX120mmの試験管に10mlずつ分枝し，加圧威儀した．培養条件は，全て温  

度250c，PPFD5紬molm〃】2slの蟄兼灯照明下で明期16時間／目とした．  

2．2．耐塩性カルスの選抜方法及び耐塩性個体の創出   

2．2．1．産地間，類型潤し 個体間の耐塩性の差異   

中匝lの3産地（Pl：懐仁産，P2：朝暢鼠 P3：蘇家屯塵）から産地毎に種子の有縞と無  

縞の2蒐琵塾（Al：懐仁感，無縞，Al，：懐仁鼠 有縞，A2：朝暢巌，鰯縞，A2，：朝隊覿  

有縞，A3：蘇家屯鼠無縞，A3∵蘇家屯塵，有精）に分けて採種した．各類型から3個体  

（Alの2個体はカルス形成に用いた2個体と同じ）を選んで，これらの種子を上述の発芽  

処理と同じ方法で発芽させ，カルスを窮曝した一 カルスの誘導には，不定芽の分化率の高  

いカルス誘導培地No．13の培地を摘心た．培地は滅菌した後，90mmx20mmのシャーレ  

に20mlずつ分注した．培養4週間後から，3週間毎に同じ組成の培地に継代を続けた．10  

週間後に増殖した良好な緑色カルスのみを耐塩性選抜培地に移した．耐魔性選抜培地は，  

表1ニセアカシアの胚紬由来の培養に用いた各椰基本培地とホルモンの組成   

Tablel Variousbasalmediaandhormoneconcentrationsusedin  

Robiniapseudoacaciahypocotylculture．  

M¢diu汀】  Ilormon¢COne¢ntr且Lion  Sucrose  

Medja払reallusindue¢m¢ntかoml】yl〉OC吋】  

No－ 12 3・毒 5 6 7 8 9ユ01112181415161718柑202122232425262728293031323334  

MS 2，右Ⅵ（〟M）Ⅰ3 61013 6101S 61013 6ユ018 6101a 61018 6ュ0 00 0 0 0 0 2年も  

王3ÅP（〃M）1ユ113 3 8 3 6（；6 6101010ユ0ほ1515柑20202020 0 0 0 0i3 6101520  

No・ 8邑36∂7∂8394041424344464647484950B1526B6455565了5859606162636‘i65666768  

B5 2．4・D（〃わ1）13 61013 61013 61018 610 ユ a 61013 610 ま a 810 00 0 0 0 0 2％  

8AP（〟hヰ）11113 3 3 3 6 6 6 61010101015ほ151520202020（）0 0 013 6】0】520  

N¢・ 69707172 了3 了4 757677787980818283鋸8586878889909ユ92ひ394g5969798991001011（）2  

＼VPM 2，小D（〟M）1a 6101ニラ 6】01‡き 6101く主 61013 610】；16101；う 610 0 0 0 0 0 0 2年も  

BAP（〟M）11113 8 8 8 6 6 6 610101010181S】51520202020 0 0 0 0】；）6101缶20  

Medi鎖払I，且dvonもiLioussl180tindt】eerne軋h・onle且l】llS  

No． 12 3 づ 5 6 7 8 9101ユ12  

MS NÅA（〟M）  0．10．10．10．11ill  

BÅP（〃M）13 一言10 1 3 く51013 610  

M¢dia払radv（き曇1日もiou蘇rqOいnducやm8nもrl†OrnSi100L  

No． 12 3 4 ∈〉 6 7 8 9】011121314  

1／2MS NÅA（〟ト】）13 6 912  3 6 9 3  

IAA（J」M）  1 3 6 913 8 6 9 6  

1％   
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カルスの誘導時に用いた培地に0．15M（Nl），0．20M（N2），0．25M（N3）の3磯皮のNaCl  

を添加した培地を用いた．カルスは産地，類乳 個体ごとにそれぞれ10個を供試した．培  

養灸件は，カルス誘導と同じであった．NaCl磯皮別塩処理7‡ヨ冒のカルスの生存率（7日  

王引こおけるカルス金蔓に！責める緑色カルス蔑の比率）を調姦した．   

実生商の耐塩性は，各類型の種子を温度250c，湿度70％，自然光の下で水耕法で育て，  

1カ月後に培薬液にカルスの耐塩性選抜培地と同じ3濃度のNaClを加えた．いずれの処理  

も10本ずつ供試した．NaCl濃度別塩処理7日冒の実生甫の生存率（生存している実生甫  

の本数／供試実生萬の本数×100％）を調恋した．   

以上カルスと実生萬の耐塩焼側魔は全て2固練り返しとした．  

2．2．2．耐塩性個体の創出   

耐墟性が強いと認められた懐仁産，無縞のカルス（Alの3個体）を材料として，前述と  

同じ培地に0．20MのNaClを添加した培地で1週間，2週間及び3週間の塩処理を行ったカ  

ルスを不定穿の分化培地No，7に移植した．あるいは塩処理したカルスをNaClを含まない  

カルス継代用培地No．13で2過矧司復させた後不定穿分化培地No．7に移植した．培養条件  

は不定芽の分化と同じとした．  

3． 結果 と 考察  

3．1．カルス誘導に対する培地の組成及び2，4－D，BAPの効果   

培養後1週間目から外植体土に淡い緑色または白色のカルスの形成が始まった．培寒2  

週間目になると，2，4仙DフリーまたはBÅPフリーのMS，B5，WPMの培地で誘導された  

カルスは次窒酎こ白色となり，2，4－DとBAPを組み合わせた各培地ではカルスは増殖し続け，  

全て緑色のカルスになった．しかしその後，85とWPMの培地で培巷したカルスの成長は  

次鰍こ遅くなり，緑色も槌色した．またB5培地で誘導されたカルスの山部では次第に褐変  

した．これらの結果から，MS培地がカルスの誘導に適していると言える．   

MS培地を掩いて2，4－DとBÅP影轡を爾べるために，培地ごとに培養4週間のカルスの  

生東嶺を比較し，生長蜃を図1に，その分散分析を表2に示した．MS培地でほ，2，4】D，  

BAP及び両者の交互作用に全て1％水準で有意差が認められた．2，4】Dフリーの場合は，カ  

ルスの形成が非常に悪かった．2，4…Dと8APを各種組み合わせて添加した培地でも2，4岬D  

濃度の増加とともにカルスの生成儲が増加した．これは2，4州Dがオーキシンの山積であり，  

血定の濃度範聞で細胞の分裂と増殖に効果があったためと考えられる．   

山方，BAPフリーの場合には，何れの2，4【D漉度で形成したカルスも全て白色になった．  

この結果から，緑色カルスの形成にはBÅPの添加が不可欠であることが示された．図1に  

よると，2，4叫Dの磯皮が低い場合（3〟M以下）には，BAPの漉度の増加とともにカルスの  

生東嶺が減少し，カルスの成長が抑制された．2，4血Dの漉度が3〃M以上の高い場合には，  

BÅPの濃度が3〟Mから紬Mまで増加するにつれて，カルスの成長が促進され，更に15  

〃Mから2紬Mと高くなるとカルスの成長が逆に抑制される傾向が見られた．従って，  

BAPの作用には単純に蔑的なものではなく，2，4－Dとの交互作用が存在すると考えられる．   

Han（1990）は緑色カルスのみで器官の再生が可能であり，この緑色カルスを形成させ   



ニセアカシアの耐塩他力ルスの選抜  

表2 各培養段階の分散分析  
Table2 Ånalysisofvarianceoneachculturestage，  

19  

AnalysisitQm  SV  df  F  

E肋etofMSmeditlmSupp】やm¢nt¢dwitb D（2，4・Dl帥（ラ】）  4 al．900…  

di爪さr¢nt2，4・DandBAPeol】C¢ntrilとiono】1  日（BA】JI8V¢‡）  6  6．140  

Im㈲山翫戚＝洞igkt（g〉orc戌1lus  】〕×B  24  4、O10  

＃1】1仇l¢nCeOrC乱Ilusandadvelltitioussi100L S（Shootnledium）】11679．570…  

imduc8m¢nもm¢diumonadventitiollSShooL C（CAIlusヱⅥやditlm）15 482，250…  

払rml且tiollr楓t¢（％）鮎mも¢Sも¢dぐ玖11us  S〉くC  165 309．080…  

P（Proven‡111（頑   2 15．220  

＃ComI）8ri5ionorN8Cl・tOler且nモ．viユrietiQS A（SQe（iもⅥ）¢）  1 4．422  

amongprove118nCなS．SeOdtyp¢Samd  叩11dividual）  

iれdividua】sillCall11SC111turセSt8g¢  N（NaC11evel）  

R（R¢peもitive¢rrOr）  

PxN  

AXN  

IxN  

2   2．923  

2 214．858…  

1   0．000   

4   3．622   

り   右0ほ   

1  1．891  

＃Dataweretransrormed10Ⅹ盟ARCSIN（SQR（Ⅹ〉）．  

‥．…Sign汀icantatタ忘0月50rO乱respectively．  
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Fig．1EffectofMSmediumsupplementedwithdifferent2，4鮒DandBAPconcentrations  
Onmea】1freshweightofcallusformedfromhypocotyl，  

援＝ MS培地でカルスの成惑頗に及ぼす2，4山D，BAPの影轡   

るためには南濃皮の8APが必要であることを報告した．血般的に，緑色カルスの形成には  

光照射等外的環境園子のほか，窒素や糖等の養分磯度，特にサイトカイエン等のホルモン  

バランスが蛮変な役割を演じている（小敵1993）．今‡司の実験では緑色カルスの形成は比  

較的容易で，BAPとむ巨Dを種々組み合わせて加えたMS培地の全ての培地で縁色カルス  

を形成した．この結果は緋（1994）の報告とも山致する．一方，山口ら（柑92）が指摘し  

たような2，4岬D単独またはIAAとNAAの組み合わせ等，BÅPを添加しないもので良いと  

いう結果とは相反する結果となった，しかし，カルス誘導の目的は分化能を持っている力  

んスを得ることにあり，これはカルスの形成状態からは判断が非常に難しい．従って，カ   
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ルス誘導段階でどのような培地で誘導されたカルスが分化能を有しているかを判断するに  

は次の不定芽分化まで調べる必要がある．  

3．2．不定芽分化に対するNAA，BAPの効果及びかレスの誘導前歴の影響   

不定芽分イヒ培地で培養2週間後，一部のカルスでは緑色小突起を形成した．3週間後この  

小突起から不定穿の分化が見られたが，カルスの誘導培地によって不定穿形成までの培養  

時間が異なった．培養8週間までの不定穿分化率（不定芽が分化したカルスの数／移植した  

カルスの数×100％）を表3に，その分散分析を表2に示した．   

不定芽分化用培地によって不定芽の分化率に1％水準の有意差があった（表2）．不定穿  

を分化した培地はNo．3，6，7，8，9で，中でもはとんどがNo．7とNo．8に集中していた．  

即ち，NAA濃度が0．1〟M，BAP濃度が6廠Mから10JJMの狭い磯皮範囲でしか不定芽は  

分化できなかった．培地No．7で不定芽分化率が励も高く，他の培地と差が認められた（5  

％水準）．高波皮のBÅPと低濃度のNAAとの組み合わせで不定芽の分化率が高いという  

結果は，ニセアカシアのJ捌由，子葉（郡，1994；福田，1994），萌芽枝（Han，1990），形成  

層（Han，1993）等のカルス由来の他の報告でもよく指摘されている．但し，BAPとNÅA  

の漉度は著者によって異なっている．   

カルスの誘導前歴の影轡に関しては，カルス誘導培地の2，4－D磯度がり∠Mから3〟Mと  

低い梅園で不定芽の分化率が高く，その範閣でBAPの浪度が高いほど不定穿の分化率が高  

くなる傾向が見られた．カルスの誘導培地No．13（2，4仙Dl〟M，BAPlO〆M）由来のカル  

スで不定芽の分化率が政も高く，この結果はHan（1990）の報曹と類似している．一般的  

に，2，4【Dはカルスの誘導，増殖には有効であるが，後の分化条件へ培養物を移す場合には  

器官分化に阻害的に作用する場合があることが指摘されている（慮新バイオテクノロジー全  

審編集委員会，1989）．   

表3 カルスからの不定弊の平均分化率（％）に及ぼす不定芽分化培地  

及びカルス形成時の前歴の影轡  

Table3 Influenceofcallusandadventitiousshootinducementmedia  

onadventitiousshootformationfrom testedcalli．  
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ニセアカシアの胚軸由来のカルスからの不定穿誘導は，Han（1989）やDavis（1985）  

によって難しいとされていたが，今l司の実験では山番高い不定芽の分化率が67．5％で，高  

い分化率を得ることができた．  

3．3．不定根分化に対するNAA，IAAの効果   

不定根分化培地に移植後の2週間目から培地によっては相次いでシ ュートからの発根が  

見られた．4週間】∃の各培地における発根の様子を図2に示した．   

不定取分化培地に‡AAを添加した場合には，磯度が紬Mから9〃Mの範囲では正常根  

の発根率が高かった．濃度が3〟M以下では基部が黒くなったシュートが多くなった．12  

〟Mでは，シュートの基部がほとんどカルス化した．NAAを添加した場合は，シュートが  

全てカルス化またほ太い根になった．IAA＋NAAの場合は，IAA紬M＋NAA紬Mの培  

地で正常根の発根率が70％になったが，太い椴が30％出現した．IAA紬M＋NAÅ紬M  

の培地ではシュートの基部が全て騒くなり，IAA9pM＋NAA9pMまたはNAA3pMの  

培地ではシュートの基部がカルス化した．これらの結果から，培地にNAAを用いるとカ  

ルス化しやすいため，IAAを単独で紬Mから紬Mの濃度範囲内で周いると良好な発根  

が得られると言える．発根に対するIAAの効果は針（1994）の報告と類似している．しか  

し，ⅠÅAの漉皮は緋が報督した半分の磯波であった．   

得られた幼植物体は馴化の燃に落葉が認められたが，その後新しい輩が展開し噸調に成  

長した．  

3．4．産地間，類型聞及び個体閣のカルス耐塩牲の差異   

耐塩性選抜培地で培滋すると，3日目からカルスが褐変したり，固くなったり，あるいは  

枯死するものがあったが，7日目から徐々に安定した成長を示した．7机≡Jの生存率（7日  

巨＝こおけるカルス全童に占める緑色カルス蛮の比率）の分散分析では（表2），選抜培地の  

NaCl濃度の増加と共に，カルスの生存率は著しく減少した（1％水準）．NaClの濃度が生  

動ね塩水の濃度（0．15M8．7g／Z）の場合には，カルスの表面が少し乾燥する現象が認められ  

たが，成長は正常に維持された．NaClの磯波が0．25Mの場合には，少数のカルスだけが生  
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きていたが，周辺の細胞はばとんど褐変し枯死した．このようにカルスが半枯死状態に透  

するNaClの濃度は0．20M程度であることから，選抜後に耐塩鮭カルスを再分化させるた  

めには，NaClの濃度は0．20M程度が過していると考えられる．   

産地瀾の耐墟憾の差が励も大きく，1％の水準で有意であった．難型間（有縞と無縞）でも  

5％で有意差があったが，個体間には差がなかった．萎酎こ留検定によると，耐塩鮭の差異は  

次のようになった：産地Pl（懐仁感）＞産地P2（朝暢産）＞産地P3（蘇家屯産），（産地  

内）無縞＞有縞，（類型内）個体間の差異なし．   

この結果から，今後耐塩他の選抜は主に耐塩性の強い産地，類型を基準とすることが東  

磐と言える．  

3．5．カルスと実生苗の耐塩性の相関関係   

塩処理別にカルスと実生苗の耐塩焼の関係を図3に示した．カルスでは密封されたシャー  

レで兼散が少なく，しかも細胞集塊と培地を均山に接触させることができなかったのに対  

し，実生宙は水耕法で培養させ，塩分の吸収も速く，蒸散も大きかったので，塩賽の程度  

がカルスより顕著に認められたが，被率の発現状況はカルスで見られた産地間，類矧間の  

差に類似していた．そこで処理別にカルスと実生魔の生存率の相関関係γ臆（図3）を調べ  

ると，全て1％で有意な相関関係が認められた．つまり，カルスレベルで行った耐塩性の  

選抜は実生商の選抜とほぼ同じ結果が得られたことになり，カルスからの耐塩性選抜は信  

頼できる手法であると考えられる．カルスを用いて耐性の選抜を行う場合の最大の利点は，   
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短い期間に多数の細胞を供試できることで，個体を対象にした選抜と比べてはるかに高い  

効率を期待できる．選抜された細胞は更に植物体を再生することが可能であるから，耐性  

個体の創出の一つ有効な手段となりうる．  

3．6．塩処理期間とカルスの生存率の変化   

耐塩性が強いとされた憾仁虔，無約のカルスをNaC＝）．20M濃度で塩処理を続けると，2  

週間旧から枯死が発生したが，枯死する数は頗著に減少し（図4），その代わりに緑色が槌  

色したカルスが多くなった．また，塩処理の期間が凝くなると山部のカルスが培地上で成  

長を回復することが観察された．塩処理のはじめに，耐塩性が弱いカルスははとんど死滅  

したが，固形培地上で培養したカルスは血般に大きな細胞塊塊となるため，同じように選  

抜培地で処理しても細り抱を均一に塩分に接触させることが出来ないので，初恒！の選抜では，  

塩分と接触しないために生存している細胞と褒の耐塩性を督する細胞が混在していたと思  

われる．また，カルスの生化学的適応のため山部分の細胞が塩審を発現しないことも考え  

られる．これらの耐塩性を持っていない細胞は選抜回数の増加とともに次第に除去するこ  

とができる．ところが細胞の両側化能は塩処理を続けると失われる場合が多く（絡軋  

1985），選抜後に再分化させることが必須条件なので，選抜では耐性だけでなく再分化能を  

も選抜の指標としなければならない．そのために，ニセアカシアのカルス選抜にはNaCl  

O．20Mの繊度で塩処督蔓の期間は2週間程度が段通と考えられる．  
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図4  NaCl処蝕親閲とカルスの耐塩性（生存率）の変化   

3．7 耐塩性カルスからの幼植物体の再生   

選抜されたカルスを匿接不定芽分化培地に移植した場合には，カルスの緑色が絶えず纏  

色し，不定穿の分化がみられなかった．両方，2週間触撼のカルス継代培地に回復させたカ  

ルスは緑色を維持でき，細部のカルスで緑色小突起が観察された．この申で塩処理2週間  

の二つのカルスのみから不定穿が分化したが，ほとんどのカルスは不定芽を形成できず，  

次劉こ固くなった．分化した不定芽は成長が非常に遅く，その中の1本は途中で枯死した．  

残った1本は2カ月の培巷を経ても，シュートの長さは1cmを越えず，色と輩の形態も正  

常に培巷したシュートと適うことが観察された．   
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選抜されたカルスからの不定穿の分化率が非常に低いのは，一般的にカルスを墟処理し  

た後では分化能を失うことが多い，あるいは塩処理によってカルス自身が生化学的適応に  

よる内生ホルモンの変化等によって再分化の条件が変わるため（福井，1985）と言われる．  

今回分化した不定芽の成曹が遅かったことの原因は，塩処理から得られた耐塩性カルスの  

再分化の条件が変わったためか，培養過程で遺伝子突然変災を起こしたためかどうかば明  

らかにされていない．今後，耐塩性カルスの再分化機構の検討を行う必資がある．   

今回の実験でほ選抜した耐塩鮭カルスから幼植物体の再生はできなかったが，ニセアカ  

シアの胚紬を外総体としてカルスからの幼権物体の再生方法及びカルスレベルでの耐塩性  

選抜方法等耐塩性個体の創出に向け必黎な技術を検討した．今後はもっと多くの耐塩鮭カ  

ルスを選抜して，耐塩性カルスからの再生難点を克服すれば，耐塩性ニセアカシア個体を  

創出することが期待できる．  
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Summary 

The method for the regeneration of plantlets from callus culture obtained from the hypocotyl 

of Robinia pseudoacacia L. was established. It was found that MS (Murashige et al. 1962) medium 
was most suitable for callus culture. The callus induced on MS medium supplemented with l 

pM 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) in combination with 10 pM benzylaminopurine 
(BAP) was considered highly efficient for shoot regeneration. Shoots differentiating from the 
callus were observed only on the MS medium containing 6 - 10 pM BAP and 0.1 pM 
naphthaleneacetic acid (NAA). The shoots produced roots on 1 / 2  strength MS medium 

containing 6- 10 pM 3-indoleacetic acid (IAA) alone. 

Based on these findings, calli from dark and spotted seed types from 3 provenances were 
induced on the best suitable callus inducement medium (MS medium containing l yM 2,4-D and 
10pM BAP). The calli were then transplanted to the NaC1-tolerance screening media, the best 
suitable callus inducement medium supplemented with different concentrations of NaCl (0.15M, 

0.20M and 0.25M), to investigate the difference in the NaC1-tolerance among provenances, between 
seed types of each provenance and among individuals of each seed type, and to determine the 
suitable NaCl concentration and exposure time for NaC1-tolerance screening. There were 
significant differences among provenances and between seed types but no significant difference 

among individuals. The dark seed type of Huairen provenance had the strongest NaCl-tolerance 
in this testing. These results were very similar to the findings on the NaC1-tolerance test on 
seedlings. Therefore, this method was considered useful for NaC1-tolerant callus screening. 

It seemed very difficult to regenerate plantlets from the NaCI-tolerant calli. The calli could not 
differentiate into shoots when they were transferred directly to the adventitious shoot 
inducement medium (MS medium containing 6-  10 yM BAP and 0.1 pM NAA) and had to be 

transferred to the best suitable callus inducement medium for 2 weeks for refreshing after 
screening. However, the shoot growth was unhealthy and abnormal morphology was observed. 
This problem must be addressed in next experiment. 
Key words : hypocotyl culture; NaC1-tolerant callus screening; Robinia pseudoacacia L. 




