
トウガラシの不定芽形成に及ぽす子葉外植体及び培養条件の影響
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The Effects of Cotyledon Explant and Culture Condition

on in vitro Formation of Adventitious Buds in Red Pepper

　　　‥　　　　（ＣｄｆｅｓicｕｍｄｎｎｉｉｕmL.）　　　　　　　l

　　　　　　　　　　Kisaburo Hayashi　・　Zhiqing Yang ・ Kenji ＫＡＴＯ＼　　　　　'ｌ

　　　　　　£aborat。,ｙげひゅ＆i・ce and. Plant召reeding, Faculty of Agriculture “'

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　●　　　　　　　　　●　I!　　゜fl　l　.I●Abstract l Since Gunay and Rao" first achieved in vitro plant-formation from cotyledon

in red pepper, several researchers^ have reported the formation by using different media

or tissues. Several experiments were conducted to know the most suitable‘ method or eｘ･

plant for in vitro adventitious bud formation.　　　　　　　　　　　　　　　　　　I，　　卜

　Adventitious bud二forming capacity of leaf piece trimmed from cotyledo!1 decreased with

the age of seedling, that is, the days after germination of seed. This decrease was lightened

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　'　　　‘　　　　　　●1　.●　　　　　　ilwhen th‘e seedlings w゙ere grown for §ix day‘s under low temperature condition at Ｅ℃

(Table 1). And the bud―forming capacity also showed decreasing tendency from the pｒよ

ximal to the distal end of cotyledon and depended significantly on the size of leaf piece

trimmed from cotyledon･(Table 2 ) . From the results described abovf?， it was concluded

that the most suitable eχplant for adventitious bud―formation was the proximal 1/4 part of

cotyledon trimmed from young seedling just ａ‘ftercotyledon-unfolding. Nagao's medium, MS

inorganic salts supplemented with 5 m9/ 1 0f zeatin, was superior in the bud―formation to

any other media which had already proposed by several researchers (Table 3 & 4 ). /n

vitro formation of adventitious buds was also influen･ced considerably by light intensity dｕr･

ing the culture and the highest number of the buds was observed when the culture was con-

ducted under 3,800 lux (Fig. 1).　　　　　　　　　　　‥

緒 言

．トウガラシの組織培養については, Gunay & Rao"が1978年に初めて子葉からめ植物体の分化心

成功して以来, Philips & Hubstenberger^＼長尾3)，葛ら''＼ Sripichittet　al,5)らが，子葉からの植

物体の分化に成功している。さらに長尾3)は子葉培養による増殖体系を提案している。しかしなが

ら，以上の報告では最適とする培地組成,'外植体に用いる器官や苗令あるいは供試品種が異なって

いるのみならず，不定芽や植物体の形成頻度についても具体的な数値が示ざれていない場合もあら

て，どの培養方法が最適かを決定するための培養効率や増殖効率の相互比較は困難である。゛

　このような現状に基づき，増殖効率をより高める方法を開発する基礎資料とするためにご外植体

としての子葉や，培養条件を検討するとともに，従来最適と･されている培地の相互比較を行った。

以下ぱぞれらの検討結果の概要である。・　　　　　　　・　゛'　　　　　丿　　　　　　　｀
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　　　　　　　　材料及び方法　・　，

１。供試品種及び種子の殺菌　　　　　　　　　　　　，

　日本在来トウガラシの品種“ダルマ”を用いた。こめ品種ぱ鷹の爪”群に属する小型，多数の

果実をつける品種である。京大附属亜熱帯植物実験所の藤本光宏博士より分譲されたものである。

記してお礼申し上げる。　　　　　　　　　　　　　　　　’

　種子は70％アルコールで10秒，３％次亜塩素酸ナトリウムで30分浸潰して表面殺菌し，滅菌水で

３回洗浄した後, 0.8%寒天のみの培地に置床し，25℃, 900ルヅクス，16時間照明のもとで発芽さ

せた。

２．培養方法及び調査方法

　培養効率に影響すると思われる各種条件については，その都度記載するように種々に変えたが，

特記しない限り以下の条件によって培養した。　，ヅ

　外植体の採取：発芽後４日，子葉展開直後に，子葉の葉身部のみを切り離し，その基部から全長

の1/4を夕料直体として供試した。

　培地及び培養方法：長尾3）が最適とするMurashige 4 Skoogの無機塩に5 m9/ 1 のゼアチン, 30 g

／１のショ糖, lOg/lの寒天を添加した培地をプラ,スチック製の培養箱（5×5×10cm）に入れて

用いた。　１箱には12切片，１処理区には２箱を供試した。これらの培養箱は25±2℃, 2,500～

3,500ルックス，16時間照明の恒温器内に置いた。　　　’。

　調査方法：培養開始後21日に，それぞれ置床切片数(EO),不定芽が形成された切片数（EF）

及び形成された全不定芽数（ＮＡＢ）を数え，

　不定芽形成外植体率:PE＝EF／EOX100（％）

　外植体当り形成不定芽数:ＡＥ＝ＮＡＢ／EF

　置床100外植体当り不定芽数:A 100＝PEXAE　　｡

等を算出した。但し，以下本文中ではPE, AE及びA 100をそれぞれ形成率，不定芽数及び形成効

率と略称する。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　実験結果及び考察●

１．外植体としての子葉の条件　　　　　　　　　　　ト

　１）苗令：発芽後4, 10, 16, 22, 28及び60日目め苗から採取した子葉を用いて培養した結果ぱ

Table 1 上段のとおりである。

　発芽後４日の子葉を用いた場合には，ほぽ全での外柱体に平均10め不定芽が形成されるが，苗令

が進むとと印こ形成率，不定芽数と印こ減少する。なかでも，当初め4～10日の減少程度は著しく，

この間に形成効率はほぽ半減している。　　　　　・。　＼

　以上の事実は，発芽日数の経過と共に子葉の不定芽形成能が次第に失われることを物語るもので

あり，これは子葉の養分が喪失してゆくためと考えられ，肴に本実験のように種子の発芽培地に無

機塩をなんら加えない場合に，その影響が著しいものと考えられる。

　２）実生の低温処理：前項の実験で発芽10～38日後に採取した子葉の場合，採取前の6一日間８℃

の低温に置いた区を設けた結果は, Table 1 下段のとおり七ある。

　同表からも明らかなように，苗令が進むとともに不定芽形成能が低下することは，前項と同じで

あるが，その減少傾向は極めて緩やかとなっている。従って,ご苗令が同=じ場合には，低温処理区が

優り，低温によって不定芽形成能の低下が軽減されたと考えられる。そこで，低温処理開始前の採
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Table l . Effect of seedling age on adventitious bud formation from cotyledon explant
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1 ) Mediu・ :MS medium supplemented with 5 mg/ l of zeatin

　　　Explant:Theproximal 1/4 part of cotyledon

2）EO : Number of explantsobserved （24 in thiscase)

　　　EF: Number of explants which formed adventitiousbud

　　　PE: Percentage of“EF”to“EO”

　　　NAB: Number of adventitiousbuds formed in each plot

　　　AE: Average number of adventitiousbuds formed from one explant

　20

(83.3)

　93

　4.7

　21

(87.5)

　109

　5.2

28

　15

(62.5)

　65

　4.3

　20

(83.3)

　101

　5.1

60

　6

(25.0)

　12

　2.0

-

-

取日と比較したところ，例えば，不定芽数でみると，処理10日の6.7は無処理４日の9.7より低いが，

処理16, 22及び28日の6.6, 5.2及び5.1は無処理10, 16及び22日の5.4, 4.9及び4.7よりそれぞれ優

っている。従って，低温は単に形成能の低下を防ぐのみでなく，むしろ微弱ながら形成能を増加さ

せる効果があると考えることが出来る。

　３）ﾀt植体の採取部位及び大きさ：発芽後４日の幼苗を用い，その子葉をそのままあるいは2－

16等分に切断して（以下1/1－1/16と表示），部位別に培養した結果はTable 2 のとおりである。な

お，どの切断回数の場合にも，子葉基部の切片を第１切片，以下子葉の先端に向かって，第２，第

３切片……と呼んだ。

　同表によれば，どの子葉切断の場合にも，基部から先端に向かうにつれて形成率及び不定芽数と

もに低下する。たとえば, 1/8切片では，最基部の第１切片は91.7%, 6.8であるが，先端に行くほ

ど次第に低下し最先端部の第８切片では29.2%, 3.0となり，基部に比べると1/3－1/2ほどに低下

してしまう。この傾向は1/2及び1/4切片の場合にも窺える。

　一方，同じ子葉部位では切片を細切するほど，不定芽形成能が低くなる。例えば1/4の第１切片

の形成率と不定芽数は95'.8%, 9.7と高いが，同じ部位を更に２分した1/8の第１及び第２切片は

91.7%, 6｡8及び69.6%, 5.8,あるいは，それらの平均値80.9%, 6.4など，何れの数値も，先述

の1/4の第１切片の値より低い。同様の傾向は切片のどの大きさ及び部位の場合にも認められる。

　さらに形成能の,高い第１切片のみを比較すると. 1/4が最も高く，これより切断回数が増えても

減っても形成能が低下して行く。　　　’

　以上を総合すると. 1/4の第１切片が他の場合に比し，形成率，不定芽数ともに高く，各種培養

実験の検討には好適と思われる。一方，一枚の子葉から出来るだけ多数の不定芽を形成させて，多

くの植物体を得ようとする場合には，個々の外植体の不定芽形成能は多少落ちるが，一枚の子葉か

ら得られる切片数が増える1/8切片が最適と考えられる(Table 2 ）。
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２。培養条件

　１）培養時の照度：Ｏ（暗黒）－16,000ルックスの間，種々に照度を変えた計７区について，９

日間培養｡した結果はFig. 1のとおりである。
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Fig. 1. Effect of light intensity on adventitious bud formation from cotyledon explant. AE:

　　　　IAverage number of adventitious buds formed from one explant, PE : Percentage of

　　　　explants which formed adventitious buds.

　暗黒状態では不定芽は殆ど形成しないが，照度の増加に伴い形成率，不定芽数はともに増加し，

3,800ルックスで最高に達するが，その後は照度の増加とともに逆に低下して行く。即ち, 3,800ル

ックスを最適とするが，それ以上の照度では不定芽形成に有害なことを物語っている。

　なお, Fig,1の結果を得た後，全材料を最適の3,800ルックスに移すと，その後に生じる不定芽’

数は区間に大きな差異がなかったので，上記の照度の過不足による不定芽形成数の減少は，あくま

で培養条件の不適当による一時的な障害と考えられる。

　２）従来の報告で用いられた培地の比較：従来の報告において，子葉培養によって植物体形成に

成功している培地はTable 3 に示した４つである。これらの培地を用いて培養したところ，次のよ

うな差異が認められた。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　j　　　　　』　　　　　’

　　Table 3･ Media used in the presentexperiment　　　　　　　　　　　　　　　　　　　；

Media

Ａ
　
Ｂ
　
Ｃ

Ｄ

IAA

１

o:o5

　－

NAA

　－

10.･1

BA

2

6.6

　３

Ｚ

５
　
一

-

CH

一
一

600

　　　Researchers

　　　Nagao, 1985

GUNAY & Rao. 1978

　　Ge et al..1986 ・

Sripichitt　et　al.，

　　　　　　1987

　　　　1) Basal medium : MS inorganic salts+ 30 g/I of sucrose +10 9 / 11･ofagar. pH 5.8

　■■,2) IAA : IndoleaceticacidﾝＮＡＡ･:Naphthaleneacetic acid.BA･ : Benzyladenine. Z : Zeatin,CH :･Ca!seinhydroly｡

　　　　　sate. Figures are shown in mg/l.

　どの培地でも外植体が置床されて5･，6日よりカルスが生じ始め, 8, 9日頃には不定芽が観察

されるようになり，以後日数の経過と共にその数を増してゆく。但じ，Ｂ培地ではカルスの生長が

壽しいたりに，20日頃から不定芽を覆うようになって不定芽数は逆に減少してくる。また，この培

地では不定芽以外に発根もしばしば認められるのに対し，Ｂ培地以外の培地での発根は極めて稀で

ある。　　●●　　　　　・　　　　　　　　　ｉ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　■
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　　また．　ＡとＤ培地では各切片｡の切口｡?)うち｡。子葉り基鄙側方向のみに不定芽が形成され，先端側

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　●　　　　　　　　　　　　　　・　　　　　　　　　　　　ｉ　●　　｜切口には殆ど形成されない。これに対し,｡13｡C培地では先端側切口にも｀多数の不定芽を形成し，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　●　　　　　　　　　　　　　　　　　　　し　　　　　　　　　　７　　　　！培地による形成状況に著しい差異が認められた。このような関係をぶり群細に検討するだめに，培

養21日後の不定芽形成数をホすとTable 4 のとおりである。　　∧

　　　Table 4. Effect of growth regulating substances in media･on adventitious bud formation

１

２

３

Media2）
-
　Ａ

Ｂ

Ｃ

Ｄ

Side3）

ｌ
　
C
Ｎ
l

Sum

EF

ｌ
　
C
S
]

３

31

PE
-
86.1

5.6
-
86.1
-
38.9

NAB

5
9
　
6

－

165

AE

-
5.1

3.0

-

5.3

-

3.1

A 100

ｎ
乙
　
７

4
4
　
１

458

C
*
０

C
^
J

｛
乙
　
４

１

Sum

１
　
C
M

Sum

１
　
C
N
]

16

2
6
　
1
9
29

2
1
　
ｏ

44.4

-

72.2

52.8

-

80.6

-

58.3‘

0

59

Ｏ
　
ｏ
ｏ

Ｃ
Ｔ
Ｊ

-
^

138

9
1
　
０

3.7

-
3.5

2.5
-
4.8
-
4.3

0

164

-

250

133‘

-

383

-

253

　0

　　　　　　　　Sum　　　　’･21　　　　　58.3 ,　　　　91　　　　　4.3　　　　　253

）36 eχplants,the prｏχimall/4 part of cotyledon,ｗｅrとusedin each plot.　　　　　　　　　.一　　　･.

）The abbreviationof media is shown in Table 3･，　　　.　　　　”　　　　　　　　　　　へ・

) Side : Cut sides of leaf blade trimmed from cotyledonパ1 ”and " 2 " meaning proximal and distal･side,re-

　spectively.　　　　　　　　　　　　　　　　　　　;ヽ●　　　　　　　　　　　　　バ

　　　　3) EF, PE, NAB, AE & A 100ﾋSee the notesin Table l . .く　　・．　　　　　　　＝　　　ノ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ダ

　同表によれば，本記の関係は数的にも明かであやが，不定芽形乖総数からみれば，Ａ培地が最も

多く，次いでＣ。Ｄ，Ｂ培地の順に少なくなってゆく．，＜　　　　　　　　　　　･･　卜　　¨

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ｒ　　ｌ　　　　　　”　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　●　　｜　以上よりＡ培地が不定芽数で優り’，生長も良いことから，他の培地より優っていると言えるふ但

し，Ａ培地では発根が認めがたいので，不定芽がある程度大きJくなった培養約１か月後にはＢ培地

に移し，発根を促すのが適当と考えられる．　　　　.∧　　　;i，1.，　.　.　・　　.　・

　　　　　　　　　　・　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

｀　1;●’　　　1゛　　　　　　　　　　　・　111
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　結論および要約

１。外植体：以上の実験の結果よりトウガラシの子葉を外植体Jとする培養においては，子葉は発芽

直後の出来るだけ若い苗から採取するのがよいことが確認jされた。このことは従来多くダ)研究者が

採用しているところとも一致し，妥当と思われる。同時に，①子葉先端部より基部に向かって不定

芽形成能が優ること，及び②低温処理によって苗の老化による不定芽形成能低下の防止効果ある

いは向上効果を認めたことは，不定芽形成能が細胞分裂能の大小｡と関係することを窺わせるもので

ある。

　何れにしても不定芽の形成効率を高めるためには，発芽直後の串来るだけ若い苗の子葉の基部秀･

用いるのが最適である。しかし一方増殖効率の点から言えば，11枚の子葉から採取できる外柱体数

も関係するので，子葉を８分割した切片を外柱体とするのが最も良きそうである。このことは長尾

3)が1～２ｉｍ幅に切断した切片を最適として提案しているところとも一致する。　　　　'丿　･｀'

２．培養方法：既報の４培地を検討した結果，長尾3)のMS十Zeatin 5 m9ハ培地が最高の不走芽
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形成数を示した。今後はこの培地を中心に形成効率の向上あるいは形成された不定芽からの成苗獲

得数を増加させる方法について検討の必要があろうかと考えられる。

　なお，照度が不定芽形成に大きな影響を与え, 3,800ルックスを最適とする本実験結果は培養条

件を検討する場合，注意すべき点であろう。
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