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Studies on Systematic Propagation of KMV-free Amorphophallus
konjac K. Koch by Biotechnological Methods

Mitsuko KOBAYASHI and Sadao YONAI

Summary

The method of mass propagation of konnyaku has been established using petioles, corms and
roots of cultured mother plants.

1. The contamination rate of konnyaku mosaic virus (henceforth KMV) in the material corms
was 92%. The plantlets confirmed to be KMV-free were selected as mother plants for propagation.

2. The division of corms was the most rapid method for propagation. The planned propaga-
tion is possible by cutting corms into expected number of pieces at the beginning of the culture.

It took three months from the division of a corm to habituation of 1,000 plantlets.

3. The planned propagation is also possible by the division of callus which was derived from
petioles of mother plants. Callus fragments were prepared to weigh about 10mg. It took four
months from the culture of petioles to habituation of 1,000 plantlets.

4. By culturing roots of mother plants, embryogenic callus was induced in a month. These
embryogenic calluses developed into embryogenic tissue which did not develop into the perfect
embryo. There is, therefore, much room for further improvement in this propagation system.

5. We had made an attempt to keep embryogenic callus at 5 C for three months to retain pro-
pagation. These culluses had ability of regeneration. If the regulation of propagation in tissue
culture has been accomplished, effective propagation system will be establihed.

Bull. Tochigi Agr. Exp.
[Stn. No. 38 : 147 — 160 (1991)]
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栃木農研報　No381147〜160（1991）

組織培養法を用いたKMVフリー

　　コンニャクの計画的増殖法

小林光子・米内貞夫

量口

緒

1

　栃木県内のコンニャクはそのほとんどが在来

種で，平成2年度の作付け面積及び収穫量はそ

れぞれ1，040ha，1，060tであり，隣接の群馬県

に次ぎ全国第2位の生産県である．

　栃木農試では将来県内でのウイルスフリー種

球の生産供給体制確立のために，昭和58年度か

ら61年度までは栃木分場において，62年度から

生物工学部において生物工学的手法を用いた大

量増殖法の研究に取り組んできた．これらの手

法が実用に適したものとなるためには　1）健

全な球茎を　2）特定した時期に　3）目的と

する数だけ供給できることが必要条件となる．

‘健全な’とは本来コンニャクに関与する全て

の病害を排除することであるが，本試験では供

試材料とした在来種についてコンニャクモザイ

クウイルス（KMV）2’3）のフリー個体を獲得し

た．試験はまず茎頂培養によりKMVフリー元株

を育成し，無菌元株の展開葉を用いてKMVがフ

リーであることを確認してから増殖を開始する

こととした．増殖はKMVフリー元株の塊茎，葉

柄，根の部位を用いた．これまでコンニャクの

増殖には外植体の茎頂5），塊茎，葉柄，小葉を

用いた報告があるが，今回我々は無菌葉柄から

のカルスを誘導し増殖する方法と無菌根からの

カルスおよび胚様体を誘導し増殖する方法につ

いて明らかにしたので報告する．

　本報の中で用いた‘生子の初代培養ラ，　‘同

継代培養ヲ，　‘塊茎の増殖’，　‘発根誘導ラ等の

培地組成および明，暗培養，固，液体培養など

の基本的な培養条件については，先に検討を行

い，昭和62年度，63年度生物工学部試験成績書

に記載した結果を基に決定した．また本県で通

常生子の植付けが行われる5月中，下旬ごろま

でに目的とする数だけの馴化株の球茎もしくは

生子を用意することを想定し，これらを逆算す

る形で増殖系を組み立てた．

豆　KMVフリー元株の育成

　生子を用いて茎頂培養を行い，KMVフリーの

個体を獲得する．

　1．試験方法

　1）供試材料

　平成2年産在来種の生子50個

　2）材料の調製

　生子を流水で洗浄後，コルクボーラーで茎頂

を含む塊茎を抜き取った．これを70％エタノー

ル溶液で2分間，1％有効塩素の次亜塩素酸ナ

トリウム溶液で15分間殺菌処理を行い更に滅菌

水で洗浄し供試材料とした．次に実体顕微鏡下

で，0．2〜0．4mmの大きさの茎頂を摘出するとと

もに，同一個体から茎頂下の塊茎組織約5mm×

5mm×2mmをメスで切り取りELISA検定のため

の試料とした．

　3）培地組成

（1）茎頂培養初代培地

　MS培地に，植調物質としてBAO．1mg／ぞ，NAA

O．01mgμを用い，ショ糖3．0％，geUangumO．2

％を加えpHを5．6に調整したもの．

（2）茎頂継代培地

　MS培地にBA1．Omg／4，NAAO．01mg／4，ショ糖

3．0％，geHangumO．2％を加えpHを5．6に調整し

たもの．
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