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低温処理および茎頂培養によるキクわい化ウイロイドの除去

塩飽邦子*・岩井豊通*・藤野守弘**・渡辺和彦*

要約

キクわい化ウイロイドに感染したキクからウイロイドを除去し，健全な苗を得る方法を検討した.

1 キク体内のキクわい化ウイロイドの濃度は、冬季に低下し，上位葉ほどこの傾向が著しい.

2 冬季に生じる吸校の中にはウイロイドが検出できないほど濃度の低い個体もあるが，その後，高温

で4か月間栽培するとウイロイドは検出され，品種によってはウイロイド症状が肉親的に確認できる

ほど濃度は上昇した.

3 ガラス温室で栽培しているキクわい化ウイロイド感染株を茎頂培養しでもウイロイドフリー株は得

られなかった.

4 5
0C， 5，OOOix， 16時間照明で6か月間低温処理した後，茎頂培養 (2段階法)することでキクわい

化ウイロイドを高率に除去することができた.また、この低温処理でキクはほとんど枯死することは

なかった.

Elimination of Chrysanthemum Stunt Viroid from Infected Plant by a low Temperature 

Therapy and Meristem偏 tipCulture 

Kuniko S悶 WAKU，Toyomichi IWAI， Morihiro FUJINO and Kazuhiko WATANABE 

Summary 

Possibilities of elimination of chrysanthemum stunt viroid hav巴 beeninvestigated. 

(1) The stunt viroid disease of chrysanthemum is very severe in summer; how巴ver，themultiplication of viroid 

decr巴asesdrastically in winter. 

(2) The concentration of viroid in the succers occurred in the winter， but growth condition of high temperatu陀

for 4 months allows to detect stunts easily. 

(3) A meristem胸 tissueculture was not enough when meristem tissues were obtained from the infected plants 

grown at an ordinary temp巴rature.

(4). Elimination of the viroid fromめ巴 infectedplants was successfully achieved by using the meristem-tips cut 

from the infected plants which w巴rekept in the growth chamber at 5
0C and 16h daily light for 6 months. 
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キクわい化病はキクわい化ウイロイド (CSVd)により

起こる病害でキクの草丈が著しく短くなるため発生する

と被害が大きい.夏ギクに発生が多く，品種によっては

全株保毒し，栽培が続けられない例もある.一方，秋冬

キクではほとんど発生が見られない.ウイロイドによる

病害は，ウイルスに起闘する病害と同様，一度感染する
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と，穂木を通じて次世代に{云染する.栄養繁鵡性作物の

ウイルスの除去は，茎頂培養や高温処理と茎頭培養を組

み合わせた方法により，多くのウイルス病で成功してい

るi.9) この高温処理と芸頂培養の組合せは，高温期に

ウイルスの増殖が抑えられるということと，生長点の近

傍にはウイルスが存在しないか非常に少ないということ

からウイルスフリーの苗が得やすくなると考えられてい

る9¥これに対して，ウイロイドは，高温処理と茎頂培

養の組合せによって除去できるとする報告と 3.10 高温処

理と茎頂培養の組合せではフリー化できないという報告



兵庫県農業技術センター研究報告〔農業編〕第47号(1999)

5. 8) がある.筆者らは、 l キクわいイヒ病が低温期に症状が

マスクされ、ウイロイドの検出も難しくなること，高温

期には痕状が激しくなりウイロイドの検出も容易になる

ことから、高温処理よりも低温処理の方がウイロイドを

除去しやすいのではないか考えた。低温期に生じる吸枝

を採取することにより催全な商が得られるとの報告もあ

る12) そこで，冬季の低埋または，低温処理と茎頂培養

を利用したウイロイドの除去方法を検討した.

材料及び方法

香111農試より分譲されたウイロイドフ 1)- rミスル

トーjとCSVd接種「ミスルトーJ，および 1995年6月

に三木市より採集した裏ギク「夢志光jと「丹生の月j

を保試した.これらの株は， BACHELIERら1)の報告に

基づき、 6月と 9月の 2回ウイロイド検定をして保毒株

と無毒株に分類した.

ウイロイド検定は DIG標識プロープを用いたドット

プロットハイブリダイゼーション法により既報1日)に準じ

て行った.

試験1 低温期に生じる扱枝によるウイ口イド韓去

1995年9月8日かき芽(夏季に生じた吸枚)をとりポ

1)ポットに挿し芽した.10月16司プランターに移植し露

地で栽壊した.対照として最低温度を 18"Cに設定したガ

ラス温室で栽培する誌を設けた. 1996年2月訪日にプ

ランターに植えた株の上位葉を葉位別に検定し，このと

き生じている吸枝の最上位葉もウイロイド検定した.葉

位は最も上位で長径が 1cm以上の葉を第 l葉とした。お

おむね第 1葉と第 2葉は米展開葉，それ以下は展開葉で

あった.3月188，これらの株から生じた吸枝をとり， 5

号鉢に植え付け，ウイロイドの増殖を促すため最低温度

18"Cのガラス埠室で栽培した.6月19自に吸校由来の

ポット苗を検定し、冬季にとった吸枝がウイロイドを保
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毒しているか否か判定した.

試験2低温処理と叢1貰培養によるウイロイド除去

1995年9月8日CSVdに感染したキクから穂をと

り， 9cmポットに挿し芽し，ガラス温室で管理した.10

月訪日陽光定温器に移し， 15"Cで7日間， 1O"Cで 7日

間)1原化の後，5"Cで6か月間低槌処理した.この間，5，000

Ix， 16時掲照明とした. 1996年4月30日に各様物体の

茎頂を約 0.2mmの大きさに切り取り， li2MS培地6)

(O.lppmのNAA，3%のしょ糖， 0.8%の寒天加用)に

置床した.10月日日と 12丹16日に再分化発根した個

体を鉢上げし，最低気槌 18"Cに設定したガラス温室で管

理した.1997年3月48茎頂培養株のウイロイド検定を

行った.なお，対照として， CSVd 保毒株を低温処理せ

ずに茎]葉培養した区と，ウイロイドに感染していない株

を低温処理と茎頂培養した区を設けた.

1996年に再試験をした.10月15日に挿し芽， 11月

11自に陽光定温器に入れ 15"Cで7日間， 1O"Cで 78鴎

の)11&化の後 5"Cの低温実験室に移し 6か月間低温処理し

た.その他条件は先の試験と問様である.1997年S月

初日に茎漠培養し，同 7月25日発根培地に移植した.

菜頂培養用の培地は， O.lppmのNAA，0.2ppmのBA，3%

しょ糠， 0.8%寒天加用 1/2MS培地，発根用は 0.012%硫

酸マグネシウム加用 BDS培地引を用いた.10月21日に

鉢上げし，以後最低気温 18"Cに設定したガラス温室で管

理した.ウイロイド検定は 1998年6fi 25日に行った.

結果

試験 l 1ff温期に生じる吸枝によるウイ口イド除去

ウイロイドを保毒しているかき芽苗を露地で栽培する

と気温の低下にともないウイロイド症状が不明授とな

り， 12月lこはfミスルトーjの黄色斑点もみられなくなっ

た.2月にかき茅苗由来株を検定したところ，下位葉で

表 1 キクかき芸F首由来株の 2月期の薬位別キクわい化ウイロイド(SV d)検出状況

品種 栽矯場所CSV d 

薬位別 CSVd検定

第n業第2業第3楽第4薬第6薬

十

十

丹生の月 保若手 露地
丹生の月 保議 11 

ミスルトー 保毒 11 

夢志光 無毒 11 

丹生の月 保護 ガラス1盗塁さ 十

丹生の月 係議 11 + 
ミスルトー 保議 11 十

喜善志光 鑑毒 11 

注)十:検定で陽性反応， 一:検定で陰性反応
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いては 42"C短時間処理または，35"Cくらいで数週間ない

し数か月栽培した後茎頂培養することにより多くのウイ

ルスを除去できるようになった 7.9) ウイロイド類につい

ても茎頂培養及びその前段階に温度処理をして防除しよ

うという試みがなされている.KRYZKYNSKIら4) はウ

イルスは高濫により増殖と移動が抑制されるがウイロイ

ドは促進されると報告している.杉濡ら 12)は冬季に生じ

る吸枝を取って栽培することによりわい化症状を示さな

い株を得たと報告している.これらの報告をふまえ，

CSVdに感染しているキクからウイロイドフリー苗をえ

るためのいくつかの方法を検討した.冬季に生じた吸枝

を2月にウイロイド検定したところ陽性のものと陰性の

ものがあった.3JJに採取し温室で4か月酷栽培後ウイロ

イド検定した結果，すべての株からウイロイドが検出さ

れた.これは低温期の吸校が無毒化していたのではなく，

濃度が低かったため検出できなかったと考えられる.冬

季に発生する吸校により CSVdフリー株が得られるとい

う報告 12)があるが、この試験の結果からは、冬季に生じ

る吸校を使った健全株の獲得は実用性が低し3と考えられる.

2月にかき芽苗由来株のウイロイド検定を葉位別に

行った.ガラス室で栽培していた株からは検定したすべ

ての業からウイロイドが検出された. しかし，露地で栽

培していた株は、上位 6薬のいずれからもウイロイドが

検出されなかったものや，未展開葉(上位2葉)のみ陰

性のものなどが見られた.これは，冬にウイロイドの症

状が抑えられ健全株と区間がつかなくなることから、低

温に遭遇すると増殖が抑えられ，ウイロイド検定でも検

出できなかったと考えられた.上位葉ほどウイロイドが

検出されにくいので茎頂部はさらにこの傾向が著しいと

推察された.そこで，低温処現 (5
0

C，6か月間)したキ

クの茎頂を切り取り培養し，個体再生した.1996年から

低温処理した茎頂培饗個体は「ミスルトーjではウイロ

イドフリーの偲体が3株得られたが「夢志光J.r丹生の

はウイロイドが検出される株もあったが，第 1葉ではす

べて陰性を示した(表1).これに対して，混室で栽培し

ていた株は，冬季でも黄色斑点やわい化痕状を示し，最

上位葉からもウイロイドが検出された.かき芽苗由来の

株から冬季に生じてきた吸枝を検定した結果， 2月の時

点では陰性を示すものもあった.しかし，これらの吸枝

をとって挿し芽し，温室で4か月間栽培したところ，rミ
スルトーjではわい化ウイロイド特有の小型の黄色斑点

が生じた.感染株から生じた吸校は品種に関わらず，す

べてウイロイドが検出された(表2). 12 JJから 3月前

半の気象は，露地では最高気温平均 9.8"C，最低筑温平均

-2.6"C ，ガラス温室では前者が29
0

C，後者が 18"Cであっ

た。

試験2 低混鮭理と茎頂培養によるウイ口イド除去

1995年に低温処理し 1996年に茎環培養したものは茎

頭からの再分化が遅く，鉢上までに 6か月を要した.鉢

上げ78日後にウイロイド検定をした結果，rミスルトーJ，

f夢志光jからはウイロイドが検出されなかったが，r丹
生のJJJは鉢上げした 9株すべてが陽性であった(表3). 

用いた個体数が少なかったので 1996年に再試験を行っ

た(表4).茎頂培養と発根培養の2段階法で‘行った.

菓頂培養から 2か月後発根培地に移植し，さらに 3か月

後に鉢上げした.鉢上げ8か月後にウイロイドを検定し

た.依温処理をした株のうち f丹生の月J，r夢宏、光jは

ウイロイドが全く検出されなかったが，低温処理した「ミ

スルトーJ1株からウイロイドが検出され，rミスルトーj

の楽にはわい化ウイロイド特有の黄色斑点が認められた.

低温処理したキクの茎演を 2段措法で培養することによ

り，高率にウイロイドフリー株を得ることができた.

考察

栄養繁殖性作物のウイルスの除去には茎頂培養が広く

行われてきた 9) 菜頂培養のみで除去が困難なものにつ

かき芽笛由来株より冬季に生じた吸枝のキクわい化ウイロイド検定表z

6月検定(吸校由来箇)2月検定
栽培場所CSV d 種品

検出吸校数
(株)

検定吸校数

(株)

検出吸枝数
(本)

検定吸校数

(本)
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保
保
銀
山
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丹生の月
喜喜志光

夢志光

ミスノレトー
丹生の月
ミスノレトー

一:検定で陰性反応， ND 病徴がでていたため未検定十:検定で陽性反応，注)
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(199 5 年~ 1997年)と茎頂培養によるウイロイド除去試験ーその 1低温処環 (5"C， 6か月間)表 3

ウイロイドフリー株数

(株)

鉢上げ株数

(株)

茎頂培養数

(個)

処理後生存株数

(株)

処理株数

(株)

処理温度品種
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5
0
C 

5
0
C 
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丹生の月

丹生の月

夢志光

ミスルトー

ミスルトー

(1996 年~1明年)と菜頂培養によるウイロイド除去試験ーその z低f鼠処環 (50C，6か月間)表4

ウイロイドフヲー株数

(株)

鉢上げ株数

(株)

茎]実場事を数

(偲)

処怒後生存株数

(株)

処理株数

(株)

処理温度品穣
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