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茎頂 ･脇芽培養によるウイルスフリーかんしょ種苗の大量増殖法の確立
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EstablishmentofPropagationMethodinLargeQuantitiestoProduceVirus-

FreePlantsofSweetPotato,Zpomoeabatatas(IJ.)Lam.byMeansof
CulturesofShootApexandSucker
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Summary.･Lumpsurfaceofediblesweatpotato,Zpomoeabatatas(L.)Lam.showedchappedandcracked

bandsymptom,whichiscalledrussetcrack-likesymptom,andthissymptom deterioratecommercialvalue

andhasbecomeasevereproblem inagriculturalproduction.Thisresearchwastoestablishapropagation

methodinlargequantitiestoproducevirusjreeplantsofsweetpotatobymeansofculturesofshootapex

andsucker.

Onshootapexculture,thetreatmentwith0.3% sodium hypochloritesolutionand10min.stopthe

infectionofunwantedbacteriaperfectly,whenyoungseedlingsculturedinartificialconditionerwereused.

Viruscouldberemovedbythecultureorshootapexlessthan0.3mm insize,andtherussetcrack-

1ikesymptom disappearedandskincolorofthelumpsurfacebecamegoodforcommercialvalue.

Intheshootapexculture,goodresultswereachievedfrom adding0.01mg/LNAA and1mg/LBA

inmodifiedLS(KomamineandNomura1998)medium andadding0.01mg/LNAA and1mg/LBA in

MS(MurashigeandSkoog1962)medium,whichbroughtsurvivingratesof820/oand650/.,respectively.

Intheacclimatizationorregeneratedplants,themethoduslngplasticbagcoverlngthepotgavethe

bestresultswithspeedygrowthoftheplantandsimpleoperationinsurvIVlngratesOfloo0/0.

80-100%ofsuckersfrom middleandlowerstemsofvirusjreeplantsfrom shootapexculturegrew

intoplantsafter6weeksofculture.Thismethodcanpropagateclonallythevirus-freeplantswith5times

byashortcircleofevery6weeks.

Keywords.･Zpomoeabatatas(L.)Lam.,Propagationmethodinlargequantities,Shootapexculture,

Suckerculture,Virus-freeplants.
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緒 言

かんしょは南九州の畑作地帯における重要な作

物であり,食用あるいは原料用として栽培されて

いる.食用かんしょは食味と形,皮色などの外観

が,商品性の面から重視されている. しかし,

1975年頃から塊根表皮に帯状租皮症による肌あれ,

ひび割れなどの症状が発生し,商品価値を低下さ

せ,問題となってきている.

本症状は食用かんしょの各作型に亘って発生し

ており,症状は株単位の発生となる割合が高く,

軽度の場合には,皮色が横 しま状に退色する程度

で塊根収穫時では土のついた状態では気付かない

ことが多い.本症状は塊根表皮部のみに見られ,

塊根内部には認められない.また,勉上部 (茎葉

那)での症状は認められず,生育にも支障が見ら

れない (長田 1990).

かんしょは畑で旺盛な繁殖力からすると,組織

培養による増殖が容易であると思われがちである

が,実際は取 り扱いにくい作物の1つである (村

田 1994).これまでに,Murashige& Skoog

(MS)(1962)培地で茎頂培養を用いたウイルス

フリー種苗生産の試みは長田 (1990,1991)など

によって行われてきた.ウイルスの検定法につい

ては,肉眼による塊根の雁病の有無を調べる方法

もあるが,この方法では長時間を要する.なぜな

ら,ウイルスが存在しても,一般に初年度にでき

た塊根には症状が発生せず,2年目においてはじ

めて病状が現れるからである.他の1つの方法は

電子顕微鏡によるひも状ウイルス粒子の観察法で

ある.この方法はサンプルの調整から観察まで大

がかりの仕事になるのが難点である.近年,これ

らの観察法を改善するために,分子生物学的手法

の急速な発展によりRT-PCR法によるウイルス早

期検定法が確立されつつある (Nagataetal.
2001).

一方,中国の黄河流域は,中国の中でもかんしょ

の栽培面積が最も広 く,重要な産地である.中国

では,これまで食料の自給を図るため増産増収を

めざしてきたが,近年国民の生活レベルの向上に

伴い,消費者の農産物に対する要求は量から質へ

と高まりつつある.かんしょも例外ではなく,い

ままでの伝統的な栽培法では生産物の売り残 りが

生じることとなり,生産者が困窮する事態となる.

その中で,サツマイモ斑紋モザイクウイルス強毒

系 (SPFMV-S),いわゆる帯状租皮症によって,

商品価値の低下を招き,大きな問題となっている.

これらの問題を解決するためには茎頂培養による

ウイルスフリーかんしょ種苗の大量増殖法を早急

に確立する必要がある.しかし,中国では,これ

らの技術が確立されていないため,すぐにはでき

ないのが現状である.また,ウイルス病について

は農民や消費者が意識しておらず,そのウイルス

の検定法はまだ確立されていない.

そこで日本ですでに実用化されているウイルス

フリー化とその増殖技術が参考になると考えられ

る.これまでの参考資料を見る限り,10年前の報

告がほとんどでしかも古い品種が使われていて,

MS培地を用いた培養効率に品種間差がかなりあっ

た (長田 1990,1991).また,サツマイモの組織

培養の再現性は低いが,試料の消毒法から馴化ま

での過程において体系的に取 り組んだ研究はあま

り報告されていない.さらにいま,宮崎県で主力

品種となっている "宮崎紅"についても断片的に

報告されているが,体系的に行われた実験研究は

報告されていない.本研究では,将来的に中国で

もウイルスフリー宙の実用化を目指してその第一

歩としてこれまでの茎頂培養法をもとに,宮崎県

の主力品種となっている 宮̀崎紅'を材料として

培養培地の種類,消毒法や馴化,さらに脇芽培養

による大量増殖の方法について体系的に検討して

2,3の知見を得たので報告する.

材料および方法

1暮植物材料

南九州で主に栽培されているかんしょ (Il)omoea

batatas (L.))品種 宮̀崎紅'の雁病 した塊根

(Fig.1.1,left)と正常塊根 (Fig.1.1,right)を

宮崎県総合農業試験場園芸支場 (都城市)から分

譲を受け,バーミキュライトに植え込み,25℃,

30001ux,16時間照明の人工気象器内で育苗 した

(Fig.1.2).

2.茎頂培養法

それぞれの生長点部分を含む数枚の葉を有する

幼蔓を切 り取って0.ト2.0%次亜塩素酸ナ トリウ

ムで5,10,15および20分間それぞれ処理し,滅菌

水で洗浄した.その後,生長点と1つの小葉のつ

いている茎頂 (約0.3mm)(Figs.ト3)を取 り出
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し,ホルモンフリーMS,NAA (ナフタレン酢酸)

とBA (ベンジルアミノプリン)を入れたMSお

よびNAAとBAを入れた改変LS(駒嶺,野村

1998)培地にそれぞれ置床 し,25℃,3,0001ux,
16時間照明の人工気象器で培養 した.

3.再生植物の馴化

3-4か月後に茎頂培養によって生長 した植物

体を試験管から取 り出し,つぎの3方法で馴化法

を検討 した.(1)滅菌 した土に直接移植する,(2)

滅菌 した蛭石に直接移植する,および (3)ビニー

ルバッグで密封 し滅菌 したバーミキュライ トに移

植する.移植後は25℃,3,0001ux,16時間照明

の人工気象器で育てた.活着後はそれぞれ滅菌し

た土壌に移 し,温室あるいはビニールハウス内で

育てた.

4.脇芽培養による茎頂培養由来の植物の大量増

殖

実際の生産状況を想定し,ウイルスフリー植物

を得た場合,いかにそれらを効率よく迅速に大量

増殖できるかが重要であることから,茎頂培養に

よって得 られた植物 (4-5枚葉が付いてる)

(Fig.1.8)を,上,中,下部にそれぞれ分け,脇

芽をホルモンフリーMS培地で培養 した.

結果および考察

供試材料の消毒法

最初に,食用かんしょの茎頂培養に及ぼす次亜

塩素酸ナ トリウムの消毒濃度の影響を調査 した

(Table1).Tablelにみられるように,消毒

時間が15分の場合,0.1から1.5%濃度の範囲内

で,0.3から0.8%の処理は,いずれも100%の活

着率を得ることができた.

そこで0.3%の消毒濃度を用い,異なる処理時

間が茎頂培養に及ぼす影響を調べた (Table2).

その結果,Table2にみられるように10分と15分

の処理時間で最も高い活着率 (100%)が得 られ

た.

従って,人工気象器内で育成 した食用かんしょ

の苗を使って茎頂を培養 した場合,消毒濃度0.3

%,消毒時間10分間の処理で雑菌の感染を抑える

ことができるものと考えられた.

Table1.Effectofsodium hypochloritesolution on

shootapex culture orsweet potato (15

minutesofsterilization,Observedafterone

weekorculture).

Sodium No.Shoot

hypochlorite apexes
solution% plated

No. surviv- SurvlVlng
ing rates0/o

.
1

2

3

4

5

∠U

7

8

0

1

2

3

4

5

0

0

0

0

0

0

0

0

1
.
1
.

L

1

1
.

L

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

3

3

3

3

つJ

3

3

3

3

3

3

3

3

つJ

4

7

0

0

0

0

0

0

4

4

00

2

3

3

2

つ
】

3

3

3

3

3

3

つん

2

1

1

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

8

0ノ

0

0

0

0

0

0

00

00

/b

4

1

1

1

1

1

1

1

1

Table2.Effectofsterilizing time (sodium hypO -

chlorite solution-0.3%) on shoot apex
culture ofsweetpotato (Observed after
oneweekofculture).
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time(min.) apexplated
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培地の種類の比較

ホルモンフリーMS培地,0.01mg/LNAAと

1mg/LBAを添加 したMS培地および0.01mg/L

NAA と1mg/LBAを添加 したLS培地でそれぞ

れ茎頂培養を行った結果,活着率はそれぞれ10,

65および82%であった (Table3).LS培地で

の活着率 (82%)は,長田 (1990)の同 じホル

モンの添加のMS培地を用いた結果 (68.2%)に

比べるとかなり高 くなった.よって検討 した培地

の範囲では,LS培地がかんしょの茎頂培養に最

も適 していることが示唆された.LS培地とMS基

本培地の組成を比べると (Table4),培地の組

成ではLS培地にはグリシンとmyoイ ノシ トール
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Table3.Comparison ofdifferentmediaand hormoneson shootapex
cultureorsweetpotato (Observedafter4monthsculture).

Media Hor-ones T,oe'xs,hlOa霊d No･Surviving :autreVsivol;1g

LS 1mg/LBA
O.01mg/LNAA

MS 0

O

MS 1mg/LBA

O.01mg/LNAA

33 27 82

40 4 10

26 17 65

Table4.Comparison orchemical components between LS and MS
media.
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が含まれておらず,硝酸態アンモニアが塩素態ア

ンモニアに変更されている.両培地の用量を比較

すると,FeSO｡･7H20,Na2a･EDTA,ニコチ

ン酸の3種の組成では変化はないが,KN03とチ

アミン ･HClではLS培地で約 3倍増えている.

その他の11種の組成の中では,NH4C1が 6倍,

他の10種が 2-3倍でそれぞれ低下 している.棉

物の種類によって培地の組成や用量が異なること

は知られており,LS培地がMSに比べて全体的に

成分が少なく,用量も少ないが,かんしょの培養

にはLS培地が適しているものと考えられた.

茎頂培養法

生長点をもつ 1小葉がついている茎頂 (約0.3

mm)が培養 2,4,6,8および12週間後の生育状

態をFig.1.4-8に示 した.それぞれの個体に小葉

ならびに根が生長している過程が観察される.L

S培地で茎頂培養を行 う場合, 3-4か月で82%

の茎頂から植物体を得ることができた.
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馴 化

茎TLL増饗で件られた植物体を馴化するために､

(1)減磁1した土に直腰移植する^法.(2)滅徹した

バ-ミキュライ トにIAT穫移植する方法,および

(3)ビニールバy//で洩封 L波l業lLl.;バーミキュ

ライトに移植する方法を試みた 移植後は25℃.

3,000lux,16時rHHlTu'明の人工気象器で育成し1

週脚女に調査した その結紫 (3)のビニールバッ

グで密封L波-lHしたバーミキュライトに移植する

方法が苗の生長が早く 操作が仰】促であるため.

大蕊に攻うためには馴化法として瓜もよい方法で

あろうと考えられた

大i培養法

実際の腿菜生産の現場では大益のウイルスフリー

苗を必要とすることを考えて.数の少ない茎Tfl増

輩rll束の植物体の脇芽を.FLg2に示すように,

上.中.下部に分けて切り取り,培碇した 特殊

にあたってはホルモンフリーMS培地を用い,25

℃,3000-40001ux.1馴引糊事fi明の人工気象給で増

#Lf=

Flgure 24-6はそれぞれ上部.中部.下部の

脇芽である F】gu】e27-8はそれぞれ増発 4お

よび6週問後の稚物体である 将凝して6過ITfJ後

に楢物体形成率を調査した結束をTable5に示 し
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Table5.Effectofdifferentpartsofstem with
suckeronpropagationmethodinlarge
quantitiestoproducevirus-freeplantsof
SWeetpOtata.

Ratesor

Explants plated size(mm) 誓̂of:cen9
plants%

No.suckers StlCker'S

Upperstem 33 1 60

Middlestem 36 0.5 100

Lowerstem 36 0.1-0.2 80

た.上,中,下部の脇芽からそれぞれ60%,100

%,80%の植物体を得ることができた.

以上の結果,茎頂培養由来のウイルスフリー植

物体から茎の中,下部の脇芽を,約 6週間培養す

ることによって80-100%の植物体を得ることが

できた.この方法はウイルスフリー植物体を短い

サイクルで大量に繁殖でき,実際の生産上でも応

用できるものと考えられる.

圃場の土壌に移植した茎頂培養由来の植物およ

び脇芽培養による大量増殖した植物から4か月後

に塊根 を得ることがで きた.地上部の雁病性

(Fig.3.1)とウイルスフリー苗由来のかんしょ植

物 (Fig.3.2)を比べても,前者の黄色で弱い成

長に対して後者は濃い緑色で旺盛な成長が認めら

れた.その塊根を掘り取 り,雁病した塊根とウイ

ルスフリーの塊根とを比較したところ (Fig.3.3),
茎頂培養植物からの塊根は雁病性のに比べて帯状

租皮症による肌あれ,ひび割れなどの症状が見ら

れなかった.このようにして材料の消毒から馴化

までの一連の実験を行い,ウイルスフリー苗の獲

得とその大量繁殖法を確立することができた.

食生活の水準が向上している現在,食用かんしょ

は健康食品としても注目されつつあり,今後食用

かんしょの需要が増してくることが考えられる.

そこで商品価値の低下を招き,最近問題化してき

ている古くて新しい病気である帯状租皮症の克服

はきわめて重要であり,新たに早急に取り組む必

要のある課題である.最近,中国においても食用

かんしょの需要が増し,同時に品質にも注目され

はじめている.従って,中国ではこの帯状租皮症

による病気の早期解決が強く要求されている.本

研究ではそれに対応するための第1歩として,確

立した茎頂培養によるウイルスフリー植物の大量

増殖法は,日本だけではなく,乗アジア,特に中

国においても実施可能な方法であり,生産者に福

音を与えるものと考えられる.

要 約

食用かんしょの塊根表面に帯状の肌あれやひび

割れなどの症状が発生する病気はウイルス病状の

1つで,帯状租皮症と呼ばれ,生産物の品質を低

下させ,問題となっている.本研究は茎頂 ･脇芽

培養によるウイルスフリー食用かんしょの大量増

殖法を確立するために一連の実験を実施したもの

である.

茎頂培養について,人工気象器内で育った植物

を用いる場合,消毒濃度0.3%,消毒時間10分の

処理でほぼ100%の雑菌の感染を抑えることがで

きた.ウイルスは0.3mm以下の外植体で摘出す

れば,除去でき,帯状租皮症の症状の消失や皮色

の改善が見られた.

ホルモンフリーMS培地,0.01mg/LNAAと

1mg/LBA添加のMS培地お よび0.01mg/L

NAAと1mg/LBA添加の改変LS培地でそれぞ

れ茎頂培養を行った結果,活着率はそれぞれ10

%,65%と82%であった.検討 した培地の範囲

でLS培地がかんしょの茎頂培養に最 も適 してい

ることが示唆された.

馴化には,ビニールバッグで密封し滅菌したバー

ミキュライトに移植する方法が苗の生長が早 く,

かつ簡便であるため大量に培養することに適して

いるものと推察された.

茎頂培養由来のウイルスフリー植物体の茎を上,

中,下部に分けて脇芽培養 した結果,80-100%

の中下部脇芽から植物体を得ることができた.こ

の方法でウイルスフリー植物を6週間のサイクル

ごとに5倍に増殖することが可能となった.

キーワー ド:ウイルスフリー植物,かんしょ,

茎頂培養,大量増殖,脇芽培養
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