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北大農邦文紀要 16(3): 245-255， 1989 

培養系を利用したアスパラガス茎枯病

抵抗性株の育成に関する研究

(第 1報) 毒素抵抗性カルスの選抜と選抜カルスの特性本

溝延 学・荒木 肇・八鍬利郎

(北海道大学長学部果樹競菜園芸学講座)

市原歌民

(北海道大学農学部農産物利用学講座)

(昭和田年 10月31日受理)

Studies on the Selection of Resistance to Asparagus 

Stem Blight with Tissue Culture 

1. Se!ection of callus for resistance to phytotoxin 

and characteristics of se!ected calli 

Gaku MIZONOBE， Hajime ARAKI， Toshiro YAKUWA 
(Department of Horticulture， Faculty of Agriculture， 
Hokkaido University， Sapporo 060， Japan) 

Akitami ICHIHARA 

(Utilization of Agricultural Products， Faculty of Agriculture， 
Hokkaido University， Sapporo 060， Japan) 

緒言

アスパラガス茎枯病はアスパラガス茎枯病菌 f司110IIIa

asp，αragi Sacc.によって起こる病害である。この病原

菌は残存する茎上で柄子殺の形態で越冬し，翠年初夏の

降雨によって殺内の柄胞子が放IUされ成茎に感染する。

現在のところ， IVJ除法としては，農薬の茎菜:散布や罷病

茎の焼却などが行われているが，完全な防除法が確立し

たとはL、L、難く，年によって極めて大きな被害をうけて

いる。また，茎枯病低抗性品種の育成については，交雑

すべき抵抗性系統が見出されていないため，研究は停滞

しているのが実状である。すでにジャガイモ1，2，3)， トウ

モロコシム7)，アノレファノレファ 8)，サトウキヒサ)，ナタネ16)

で病原菌:13素を用いて病害抵抗性株の育成が試みられて

いるが，アスパラガスに関してはそれに関する報告はみ

られない。しかし，アスパラガス茎枯病肉ーからいくつか

の毒素の抽出が成功しており，そのうち特定の単雌物質

によるアスパラガスの幼苗の伸長阻害作用が確認されて

いる11)。そこで，こうした病原菌毒素をカルスの増殖培

地に加えて培養して抵抗性を示すカノレスを選抜し，それ

から個体を再生させることによって茎枯病抵抗性株を作

11:'，する目的で木研究に着手した。本報では，アスパラガ

ス茎枯病抵抗性カノレス作出のための基礎的な条件，すな

わち，毒素添加指地に置床する際のカノレスの大きさ，カ

ノレス増殖階地中の毒素の影響， カノレス増殖培地中の毒素

に対するl日:種間差および毒素抵抗性カノレスの特性につい

て検討した結果を報告する。

材料および方法

1. 供試カルスの誘導

北海道大学農学部附属農場に栽植しである‘Mary

Washington 500 W'‘New Jersey'‘Grun Krone' 

'Goldschatz' 'L'Argenteuil'‘瑞洋'‘Eden'‘Viking'の

8品種の若茎(長さ 15-20cm)を採取し 70%エチノレ

本 文部省科学研究費補助金(一般 A)，課題番号61440010による研究成果
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アルコールで30秒， アンチホノレミン(有効塩素1%)で 地)で 35日間， ~60C で tif必し，そのjiT残波宮 3 枚近ね

15分浸潰して滅菌した後，滅菌水で2回すすいで滅肉.斉IJ のガーゼでろ過した。何られた橋義ろ液 15sを酢険エチ

を洗い流した。滅菌後，厚さ 1-2mmの節間部輪切り ノレで31百ItlhU:を繰り返した後， 1!¥f，水硫倣ナトリウムで乾

切片をカノレス誘導培地 (MS椛地を基木とし， 2，4-Dあ 燥し，減圧波縮すると酢円安エチノレ:)liJll¥物2.92gが1!J.られ

るいはNAA1 ppm， BA 0.1 ppm，しょ糖 20g/s，来 た。また， II"'ZEE波縮の過程で，ジヒドログラジオーノレ隙

天6g/sを含み， pHは5.8に調整)に置床した。 250C，以下DGA)の結品が析11¥した。 なお，酢円安エチノレtlHU11

陪黒条件下で約30日間培養して得たカノレスを同情地に 物にはDGA，アノレチロキシン A，アノレチロキシン Bが

移植し，さらに同条件で約30日間継代培養した直径約 成分として合まれていることが明らかになっている12)。

10mmの大きさのカノレスを供試した。 以上のうち，木研究では， DGA，:i討議ろ液， I'fr酸エチ Jレ

2. 供試毒素の作成過程 抽11:物の3種および，アノレチロキシン Aを合成する過
アスパラガス茎枯病菌Phomaaψ.aragi Sacc. ADL- 程でÎ~}られる合成中間体の日ケトーノレ10) を帝京として

9をブドウ糖 35g/sを含むジャガイモ煮汁(以下PG 椛 供試した (Fig.1)。

Phomααspαragi Sacc ADL-9 

I Cいc叩uω11tωu…re唱日巴ωonPG 叫 u叩r口山I
cuJture broth 

I Wltration) 
culture fiJtrates 

Cextraction with ethyl acetate， 3 times) 

Cdrying by Na2S0~) 

C vacuum concentration) 

ethyl acetate extraction 

l (d，po"tioo) 
Dihydrogladiolic acid crystal 

CH3 

toxin content 

Dihydrogladiolic acid 

Altiloxin A 

Altiloxin B 

CH30 

HOCH2 OH 

COOH 

R 

Dihydrogladiolic acid Altiloxin A R=H 

AJtiloxin B R=Cl 
α-ketol 

Fig. 1. Preparation of toxins utilized in this study. 

Culture五ltrates，ethyl acetate extraction， Dihydrogladiolic acid and a-ketol 
which is an intermediate product of the synthesis of Altiloxin A. These 
were added in callus growth medium as toxin 
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3. 抵抗性カJI-スの選抜

実験1 カルス増殖に及ぼす DGAおよびカルスの

大きさの影響

尖541材料として‘MaryWashington 500 W' の1H~

由来のカノレスを用いた。 i立床カ Jレスは直径がjlOmmの

大きさに生長したカノレス塊を直径約2mm(約 10mg)と

約 5mm(約50mg)の小塊に分割して用いた。培地はカ

ノレス1竹殖培地(Tiim:のカノレス誘導Jif;f也と同じ組成)に
DGA 0， 1， 10， 100 ppmを添加した4125:を設定した。毒

素添加f愛情地を径4.5cmシャーレに 6miiずつ分注し，

l処理区当り 64(岡のカノレスをl宣床した。 l)号養条(tl:fi，白

色鐙光灯 2，5001x，16時間日長， 250Cとした。調査は，

信義開始後 30，60日目にカノレスの生重道:を測定し， J'~!JIl 

指数を算11:した。 JM1J目指数は最初jに値え込んだカノレスの

生重量を 1とした場合の調査日!lのカノレス生重量の指数と

しTこ。

実験2 カルス増殖に及ぼす培養ろ液およびPG培地

の影響

史験材料は宍験1と同様に‘MaryWashington 500 

W'の若茎E1f来のカノレスで， カノレスの大きさは T~，( 径約

2mmの小塊に分割したものを用いた。 J日i也はカノレス炉内

殖培地の組成成分を培養ろ波 1ii iこ溶解した濃度を 1倍

とし，そのl存養ろ液を1O(音， 100倍に希釈した溶液で

liiに定量した濃度をそれぞれ 0.1，0.01倍として対照区

(J:前長ろ液無添加区)を合む4区を設定した。府美ろ液ば:

度 1，0.1， 0.01 倍の区には， それぞれ 9l.596，9.1596， 

0.91596のt)'y養ろ液が含まれている。 また}古養ろ液で

カノレスの生長阻害がみられた場合，それがi白養ろ液中の

I持の代謝産物によるものか，府議ろ液中に含まれる PG

培地自体によるものかを明確にするため，培養ろ液と同

様にして PGJj?一地1，0.1， 0.01(岳の濃度l玄も作成した。

そのほかl日義法，n~1を条(ij:，調査などについては実験 1

と同様とした。

実験3 カルス増殖に及ぼす酢酸エチル抽出物，

aーケトールの影響および品種間差

実験材料として‘MaryWashington 500 W'‘New 

Jersey'‘Grun Krone'‘Goldschatz'‘L' Argen teuil'呪ii

洋'‘Eden' ‘Viking' の 8/，:l ，磁のうlli~ 由来のカノレスを用

いた。置床カノレスの大きさは砲径約2mm(約 10mg)

とした。酢敵エチノレ抽出物添加培地は，濃縮酢酸エチノレ

抽山物2.92gを水で 1，500miiに定量した濃度を基準 (1

倍)としてカノレス増殖塙地に添加することにより， 酢酸

エチノレ抽出物it1J:一度0，0.5， 1， 2倍の4区を設定した。酢
円安エチノレJ山山物iI.足度0.5，1， 2倍の区には， それぞれ，

97 ppm， 194 ppm， 388 ppmの酢酸エチノレ抽出物が合ま

れている。 また r ケートノレ添加培地は， カノレス増殖培

地に，日ーケトーノレ 0，1， 10， 100 ppmを添加した4区を

設定した。それぞれの計iJ3}ミ添加府地は径6cmシャーレ

に 10m話ずつ分法し， 1処理区当り 50-75倒のカノレス

を置床した。培養は白色蛍光灯 2，5001x，16時間日長，

250Cの条件下で行った。培養開始後60日目に，それぞ

れのlfI1種の対照125:に対する各淡度区のカノレスの増殖状態

を調査した。すなわち，対照125:と同様な増殖状態を示す

ものを増殖良好，培地との媛地面が制変しているカルス

を噌殖不良，カノレス全体が褐変してしまっているものを

枯死として，それぞれの個体数を調査した。

実験4 カルス増殖に及ぼす高;慶度毒素添加借地への

移植の影響

実験3の調査時において，酢聞をエチノレ抽11:物を含むよ白
地上で増殖良好を示した‘L'Argenteuil'‘瑞洋'のカノレ

スを，それぞれ初期選故時と同濃度の酢椴エチノレ抽出物

添!Jfl)百J也に移値して約30日間j主義した。こうした選抜

を41!i1繰り返した後に何られた抵抗性カノレスをI色筏約

2mmに調整して，それぞれ選抜時の酢酸エチノレ抽出物

濃度およびそれらの 2倍の酢敵エチノレ抽出物濃度区にl置

床した。 tj?養は臼色蛍光灯2，5001x，16時間日長， 250C 

の条件下で行った。 30日後，増殖したカノレスの個体数を

調査した。

実験5 毒素無添加培地への移植がカルスの抵抗性の

維持に及ぼす影響

実験4で何られた抵抗性カノレスを酢敵エチノレ抽出物無

添加i白地(カノレス誘導府地)に移植してがJ90日間i部長し，

増殖したカノレスを約2mmに調整して，再び酢酸エチノレ

抽出物無添加培地移植前と同濃度の酢酸エチノレ抽出物添

加沼地に置床した。府養は白色蛍光灯2，5001x，16附同

日長， 25
0

Cの条例下で行った。移楠30日後，増殖した

カノレスの個件数を調査した。

実験結果

実験1 カルス増殖に及ぼすDGAの潰度および

カルスの大きさの影響

名区における情表30日および60日後のカノレス憎殖状

態をFig.2および3に示した。増殖指数は直径約5mm

のカノレスでは 2-10であり (Fig.2)，直径約2mmのカ

ノレスでは5-50で (Fig.3)，小さいカノレスJl・の方が胤1殖

指数が大きいが，両者とも DGAj民度により憎殖程度に

は大きな差が認められた。すなわち， DGA 波度が 100

ppmの区が辰も増殖指数が小さく，カノレスの生長が回答
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1υ日
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Fig.2. E任ectof DGA on the growth of callus 

from asparagus stems. Approximately 

5 mm  callus in size. 

Concentration of DGA， 0 ppm (0)， 1 ppm (ι)， 

10 ppm (口)， 100 ppm (⑧). 

50 

O 
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ム
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Fig. 3. Effect of DGA on the growth of callus 

from asparagus stems. Approximately 

2 mm  callus in size. 

Concentration of DG A， 0 ppm (0)， 1 ppm (ム¥
10 ppm (亡Jl， 100 ppm (el， 

されており， 10ppmの区はこれについで小さかった。

1ppmの区は30日後では対照区より生長が良かったが

60日後には対照区と同等かやや小さい程度で司あった。こ

のことから DGAの濃度が 100ppmであるとカルスの

生長を明らかに阻害することが認められた。

実験2 カルス培殖に及ぼす培養ろ液およびPG培地

の影響

各区におけるカルスの橋殖状態は Fig.4に示すとお

りで、あった。まず，培養ろ液の試験では，対照区と比較

して， ;t者養ろ液添加区ではL、ずれも増殖指数は低く抑え

られ，毒素濃度が0.01，0.1， 1倍と高くなるに従い，土問

殖指数は低くなった。特に 11音区ではl持殖指数が他区よ
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Fig.4. E任ectof culture五ltrateand PG medium 

on the growth of callus from asparagus 

stems. Approximately 2 mm  callus in 

slze. 

The culture五ltration was diluted by 0.01 to 

1-fold by using distilled water. 0.01司fold(ム)，

0.1-fold (一口一)， 1-fold (ーe-)，PG medium was 

diluted by 0.01 to 1・foldby using distilled water. 

0.01 fold (一一ムー )， 0.1-fold (一ー口 )， 1・fold(ー一⑧

一一)control (-0ー).

Fig. 5. Asparagus cullus on medium containing 

culture五ltrate.

Only one callus is growing (→). 

り著しく低く，わずかのカノレスしか存在しなかった

(Fig.5)。また， PG培地上でも類似の傾向が認められ

た。 この場合，それぞれの濃度で司は楕養ろ液の方がPG

培地より増殖指数は低下していたことにより，明らかに

府養ろ液中に存在した毒物がカノレスの橋殖を抑制してい

たと言える。
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Table 1. I三百ectof ethyl acetate extract on the growth of callus from 

stems of 8 varieties of asparagus 

Toxin Number of 
Callus growth 

Varieties 
concentrationZ callus used vlgorous poor dead 

L' Argen teuil O 64 64 (100.0)Y 。 O 

。目5 64 64 (100.0) 。 O 

1 64 64 (100.0) 。 。
つ・d 64 47 ( 73.4) 16 1 

Goldschatz 。 64 64 (100.0) 。 O 

0.5 64 64 (100.0) 。 O 

1 64 62 ( 96.9) 2 O 

2 64 48 ( 75.0) 16 O 

Zuiyo 。 64 64 (100.0) 。 。
0.5 64 64 (100.0) 。 O 

1 64 64 (100.0) 。 。
2 64 32 ( 50.0) 31 2 

Grun Krone 。 64 64 (100.0) 。 O 

0.5 64 o ( 0 ) 63 1 

1 64 13 ( 20.3) 49 2 

2 64 o ( 0 ) 60 4 

New .Iersey O 64 64 (100.0) 。 O 

0.5 64 17 ( 26.6) 47 O 

1 64 15 ( 23刈 47 2 

“ つ 64 o ( 0 ) 55 9 

Mary Washington 。 64 61 ( 95.3) 3 。
0.5 64 16 ( 25.0) 42 6 

1 64 54 ( 84.4) 10 。
2 64 2 ( 3.0) 28 34 

Eden O 64 64 (100β) 。 O 

0.5 64 56 ( 87.5) 8 O 

1 64 39 ( 60.9) 24 8 

】ワ 64 9 ( 14.1) 49 6 

Viking 。 64 64 (100.0) 。 O 

0.5 64 64 (100.0) 。 O 

1 64 36 ( 56.3) 19 9 

2 64 3 ( 4.9) 59 2 

Z: Concentrations were expressed in values relative to a standard. Puri五edethy 1 acetate 
extract (2.92 g) were diluted with 1.5 liter distilled water for standard solution. 
Y: Figures in parentheses are parcentages of used calli. 
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Table 2. E妊ectof世 ketolon the growth of callus from stems of 
8 varieties of asparagus 

Toxin Number of Callus growth 
Varieties concentratlOn callus used 

(ppm) vlgorous poor dead 

L' Argenteuil 。 75 72 ( 96β)Z 3 。
1 75 73 ( 97.3) 1 1 

10 75 63 ( 96.7) 8 2 

100 75 11 ( 14.7) 52 12 

Goldschatz 。 75 57 ( 76.0) 17 1 

1 75 54 ( 72.0) 17 4 

10 75 54 ( 72刈 14 7 

100 50 8 ( 16.0) 25 17 

Zuiyo 。 75 75 (100.0) 。 O 

1 75 75 (100.0) 。 。
10 75 75 (100.0) O 。
100 75 9 ( 12.0) 61 5 

Grun Krone 。 75 70 ( 93.3) 5 。
1 75 71 ( 94.7) 3 。
10 75 41 ( 54.7) 10 24 

100 75 1 ( 1.3) 。 74 

New Jersey 。 75 74 ( 98.7) 1 O 

1 75 70 ( 93.3) 3 。
10 75 51 ( 68β) 14 10 

100 75 o ( 0 ) 12 63 

Mary Washington 。 75 40 ( 53.3) 26 9 

1 75 36 t 48.0) 23 16 

10 75 o ( 0 ) 14 61 

100 75 o ( 0 ) 1 74 

Eden 。 75 67 ( 89.3) 6 2 

1 75 69 ( 92.0) 6 。
10 75 40 ( 53.3) 21 14 

100 75 3 ( 4.0) 60 12 

Viking 。 75 71 ( 94.7) 4 。
1 75 69 ( 92.0) 1 5 

10 75 26 ( 34.7) 8 44 

100 75 4 ( 5.3) 39 32 

Z: Figures in parentheses are parcentages of Ilsed calli・
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実験3 カルス増殖に及ぼす酢酸エチル抽出物，

a-ケトールの影響および品種間差

酢酸エチノレ抽出物の影響については Table1に示す

とおりで'L'Argenteuil' 'Goldschatz'の2，日I穫は酢酸

エチノレ抽U¥物濃度が1倍より低濃度ではほとんどすべて

が噌嫡良好を示し，処理区のうち最も濃厚な2倍区にお

いて，約75%のカノレスが増殖良好を示した。 また，‘瑞

洋'も 1倍区までは 10096のカノレスが増殖良好で， 2倍

区においても 509ぢのカノレスが増殖良好を示した。ーブJ

‘Mary Washington 500 W' ‘New Jersey' ‘Grun 

Krone'の3品種は酢酸エチノレflIJi:!:I物濃度0.5倍以上の

区でカノレスi将殖は抑1f，IJされる傾向があり 2倍区におい

ては‘MaryWashington 500 W'で旺鹿に生育したカ

ノレスはわずか396で， ‘New Jersey'むrunKrone'で

は増殖良好なカノレスは全く認められなかった。また，

‘Eden'と‘Viking'の21~1筏は酢酸エチノレ抽出物添加淡

度が高くなるにしたがい，順次増殖良好なカノレスの割合

は低下して 2倍区で‘Eden'は1496，‘Viking'は 4.996

が増殖良好を示した。この結果から， カノレスレベノレで抵

抗性の強し、品種と弱L、品績の存在することが切らかにな

った。日一ケトーノレに対する低ji(性は Table2に示すと

おりで， この場合も品種間差が認められ，‘Goldschatz'

'L' Argen teuil'‘瑞洋'の 3品種は， 日一ケトーノレ濃度

100 ppmの区においても 12-1696のカノレスが増殖良

好を示したのに対し‘MaryWashington 500 W'‘New 

.lersey'むrunKrone'の3Ir，!)種は日ケトーノレ濃度 100

ppmの区では増殖良好を示したのは品種‘GrunKrone' 

の1個体だけで，その他のカノレスは枯死した。‘Eden'と

‘Viking'の2品種はその中間的数字を示した。

実験4 カルス増殖に及ぼす高濃度毒素添加培地への

移植の影響

高濃度酢酸エチノレ抽出物添加培地への移植後30日に

おけるカノレスの増殖個体数および率を Table3に示し

た。 'L'Argenteuil'において酢酸エチノレ抽出物濃度

0.5倍-2倍の区で選抜された増殖良好を示すカ Jレスを

初期選抜時と同じ濃度区へ移植するとほぼ90-100%の

カノレスが増殖した。また，同様に選抜されたカノレスを初

期選抜時の 2倍の濃度区へ移摘した場合をみると 0.5倍

区から 1倍区への移植ではすべてのカノレスが増殖したの

に対し， 1 f音区から 2倍区や2倍区から 4倍区への移植

では増殖したカノレスの割合は77-78%であった。‘瑞洋'

についても同様の傾向があり 2倍区から4倍区に移植

したカノレスでも 8496が増殖した。酢酸エチノレ抽出物濃

度 0.5倍で選政して酢酸エチノレ抽出物濃度1倍の区へ移

値した‘L'Argenteuil'のカノレスおよび酢酸エチノレ抽出

物濃度11沓で選放して酢酸エチノレ抽出物濃度2倍の区へ

移植した‘瑞洋'のカノレスでは 100%のカノレスが増殖し

た。しかし，初期選抜時の 2倍の濃度区へ移植した場合

の方が初期選抜時と同じ濃度区へ移植した場合に比べ，

カノレスの増殖個体数は，わす、かに低下する傾向がみられ

た。また，‘L'Argen teuil'‘瑞昨のカノレスとも移植培地

中の酢限エチノレ抽出物濃度が濃くなるにしたがし、， カノレ

Table 3. Effect of the transferring callus to the medium with higher 

concentration of toxin 

Concentration of phytotoxinZ Number of callus Number of Percent ，?f 
Varieties l. "U~J;;~~~f~;r~~r 1- U0 c~ìï~~ lJ;;o;n grown callus 

first medium second medium transterred callus grown n rst rr1eolU町1secorlH1ed¥UrrL/ρO/1l 

じArgenteuil 0.5 0.5 36 36 100.0 

0.5 1 44 44 100.0 

1 1 192 176 91.7 

1 2 246 192 78.5 

2 2 108 106 98.1 

2 4 45 35 77.8 

Zuiyo 1 1 49 48 98.0 

1 2 44 44 100.0 

2 2 66 66 100.0 

2 4 71 60 84.5 

Z: Concentrations were expressed in values relative to a standard. Purified ethyl acetate extract 

(2.92 g) were diluted with 1.5 liter distilled water for standard solution 
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Table 4. Growth capacity of resistant callus cultured on toxin-free 
rnediurn in the rnediurn with toxinZ 

Varieties 
Nurnber of Nurnber of 
callus grown grown callus (ら)

Toxin Nurnber of 
concentratlOn total callus 

。 157 

1 47 

】つ 278 

4 245 

。 一_y

l 219 

つ】 240 

4 

L' Argen teuil 

Zuiyo 

157 100.0 

ワ

t

n

v

p

O

4

4

9

 

ワ】

100.0 

86.3 

39.2 

210 95.9 

96.7 232 

Z: The callus resistant to ethyl acetate extract was cultured on a toxin free rnediurn for 

90 days. Then grown callus were transferred and cultured on a toxin rnediurn with the 

sarne concentration as the rnediurn in which the callus were originally cultured for 30 days. 

Y: No test. 

ス増殖個体率が低下する傾向を示したが，酢酸エチノレ抽

出物濃度4倍の高濃度毒素添加培地上でも 'L'Argen-

teuil'で77.8タム‘瑞洋'で 84.55'0のカノレスが噌嫡した η

これらの結果から，毒素選抜されたカ Jレスの中には，初

期選抜時の 2fi音の酢酸エチlレ抽出物濃度にもl耐えられる

カルスが多く存在することが明らかになった。

実験5 毒素無添加培地への移植がカルスの挺抗性の

維持に及ぼす影響

酢酸エチ Jレ抽出物無添加培地上で1旨殖し，酢酸エチノレ

抽出物添加培地への移植後 30日におけるカノレスの増殖

個体数および率を Table4に示した。 'L'Argenteuil' 

のカノレスの増殖個体率は酢酸エチノレ抽出物濃度1倍で

100%，酢酸エチノレ抽出物濃度2倍で86.30，フ，酢酸エチ

ノレ抽出物濃度4倍で39.20oと，酢固定エチノレ抽出物濃度が

濃くなるにしたがL、低下した。また，‘瑞洋'の力 Jレスの

増殖個体率は酢酸エチノレ抽出物濃度1，2倍で約95;"0で

あった。これらの結果から，毒素抵抗性カノレスの中に

は， ストレス(毒素)が解除されても抵抗性を失わずに

維持しているカノレスの存在が明らかになった。なお，増

殖したカノレスは再分化培地 (MS:l有地を基本とし， IBA 

0.1 pprn，しょ糖20gjC， 寒天6gjCを含み， pHは5.8

に調整)に移植し，目下幼植物を再生させつつある

(Fig.6)。

考 察

アスパラガス茎枯病から抽出，作成した DGA，培養

ろ液，酢酸エチノレ抽出物および日ケトーノレの4種の謁

Fig. 6. Regenerated plant frorn ethyl acetate 

extract-resistant ‘Zuiyo' callus. 

哀を係々の濃度で添加したj背i也を用いてカノレス塊のi部長

を行ったところ，結果の項で'j，tべた通りいろいろの程度

の生長阻害が認められた。生長阻害は毒素の濃度が低い

l又では極めて小さく，ある位度以上の波度で明瞭にJJ!れ

ることから， Jfft也中に含まれる毒素の影響によるものと

考えられるが，かなり苦しい生長阻害が起こる区におい

ても生長を続けるカノレスの存在が認められたため，これ

らのカルスを選妓することによる芸枯病抵抗性品種育成

の可能性も考えられるο 次に各項目について若干の考察

を試みることとする。

まず，この種の実験を行う場合のカ Jレスの大きさにつ

いてであるが，実験 1にみられたように直径2rnrnと

5rnrnの大きさでの比較では2rnrnの小塊を用いた方が
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一般に増殖指数が明らかに大きく，毒素の濃度による差

も明瞭に現れた。このことから直径2mmくらいの小塊

に分割して用いるのが適当と忠われる。なお，カノレスの

大きさが大きいと同一カノレス内で，培地との接触部分と

その上部とに毒素の波度勾配ができ，毒素濃度の薄い部

分が増殖を統けるため，毒素に対するカノレスの反応が一

様でなくなることも考えられる。そのような条件下では

毒素抵抗性カノレスの選抜は不適当であるため，毒素添加

培地に置床する際は培地中の毒素成分をカノレス塊全体に

均等に接種させることが望まれる。この観点からもカノレ

スの大きさは増殖に差し支えのない範囲でできる限り小

さく調整するのが妥当であると考えられる。

次に毒素の種類と濃度についてみると，供試毒素濃度

が高すぎるとすべてのカノレスが枯死し，低すぎると毒素

に対する抵抗性を持たないカノレスまで選抜してしまう場

合が起こり得るため，カノレスの選抜には毒素濃度は極め

て重要な要因となる。一般には選抜剤の濃度は{共試細胞

の1096くらいが生き残る濃度が適当とされている。本

実験で供試した毒素 DGA1 ppm， 10 ppm及び培養ろ

液0.01，0.1倍の増加指数は対照区の増加指数と近似し

ており，カノレスの生長阻害効果は見られなかったが，対照

区の増加指数より有意に低かった DGA濃度100ppm， 

培養ろ液1倍の濃度は，毒素抵抗性カノレスの選抜には適

当であると忠われる。また，培養ろ液の増殖指数がPG

培地の増加指数より低かったことから，培養ろ液中に含

まれる菌の代謝産物がカノレスの生長を阻害しているもの

と考えられた。酢酸エチノレ抽出物，日ケトーノレでは噌殖

良好のカノレス数から酢酸エチノレ抽出物2倍，rxーケトーノレ

100 ppmが毒素抵抗性カノレスの選抜に適当であると考

えられる。

本実験において，酢険エチノレ抽出物，日ーケトーノレに対

する抵抗性に， カノレスレベノレではあるが品種間差が認め

られたこと，そして，その二つの毒素に対する反応(，日1

税特性)が一致したことは板めて興味深い。すなわち

‘Goldschatz' 'L' Argenteuil'‘瑞洋'の 3品種は，酢酸

エチノレ抽出物，rx-ケトーノレに対する抵抗性が強く，‘Mary

Washington 500 W'‘New Jersey'‘Grun Krone'の

3品種は抵抗性が弱く‘Eden'‘Viking'はその中間の反

応を示した。このことから， ト7 ト培養細胞のアルミニ

ウム耐性14)に品種間差がみられるのと同様に，茎枯病菌

毒素に対する反応のIi古J種間差も遺伝的変異によるもので

はないかと考えられ，今後， こうしたカノレスレベノレでの

反応と植物体レベノレでの反応が‘致するものか否か確認

する必要がある。

野性トマト培養細胞のカドミウム耐性4)，Nicotiana 

sylvestrisおよびトウガラシ法養細胞の NaCl耐性5)の

実験においては，選抜剤を段階的に上昇させることによ

り，より強L、耐性カノレスを選抜することができたと報じ

られている。また，Nicotiana syz.vest門人トウガラシお
よびタバコ培養細胞の NaCl耐性5，15)， トウモロコシi古

美細胞のごま葉枯病毒素抵抗性6)，ニンジン倍養細胞の

カドミウム耐性13)は，それぞれ選抜剤無添加培地での培

養を経過した後も，獲得した耐性は維持されていること

が示めされた。一方，病原菌毒素を選抜剤として用いて

のカノレス特性の報告は見あたらないが，‘L'Argen teuil' 

‘瑞洋'のように毒素抵抗性の大きい品種のカノレスは選抜

時の2倍の毒素濃度でも高い生存率を示した。また，一

度獲得された抵抗性は毒素無添加指地に移植されても保

持されていることが認められたが，この程度は初期選抜

時の毒素濃度により異なるものと思われる。以上のこと

からアスパラガスのカノレスレベノレで‘の毒素抵抗性選抜で、

は，毒素濃度を上昇させながらの選抜の可能性が示唆さ

れ，病原菌主毒素抵抗性は毒素無添加培地上でも維持され

ることが明らかになった。

今後，毒素により選抜したカノレスから再生した個体を

用い，個体レベルでも茎枯病抵抗性あるいは病原菌毒素

抵抗性が示されるか否かを検討する予定である。

摘 要

アスパラカ、ス茎枯病一菌から得られた培養ろ液， DGA， 

酢酸エチノレ抽出物および合成中間休日一ケトーノレを用い

て，茎枯病抵抗性カJレスの作出を試みた。

毒素添加培地に置床するカ Jレスの大きさは，直径約

2mm(約 10mg)に調整するのが，培地中の毒素をほぼ

均一に接種させるため適当と恩われた。

議素抵抗性カノレスの選抜に用いる毒素濃度は， カノレス

の生長阻害の割合，およびカルスの増殖状態から判断し

てDGA100ppm，培養ろ液1倍，酢酸エチノレ抽出物

2倍，日一ケートノレ 100ppmが適当であった。

カノレスレベノレで酢酸エチノレ抽出物に対する抵抗性に品

種間差が認められた。すなわち， 'L' Argenteuil'氾01-

dschatz'‘瑞洋'は強く，‘MaryWashington 500 W' 

‘Grun Krone'‘New Jersey'は弱く，‘Eden'‘Viking'

はその中間の反応、を示した。また，同じ傾向が日ケトー

ノレを用いた場合にも見られた。

酢酸エチ Jレ抽出物で選抜された 'L'Argenteuil'‘瑞

洋'のカノレスを初期選放の 2倍の酢酸エチノレ抽出物濃度

区へ移植しても増殖を続けたことから，毒素濃度を上昇
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させながらの選法の可能なことが示唆された。

酢椴エチノレ抽出物で選肱された‘L'Argentellil'‘fllJ

洋'のカノレスの抵抗性は， うij系1!¥fi添加I白地 l'での肝炎を

経ても維持された。

引用文献

1. BEHNKE， M.: Selection of potato call1ls for 

resistance to cllltllre五ltratesof 1羽ytophthοr<.1

IJl戸山nsand regeneration of resistant plants 

Theor. AppL GeneL 55・69-71.1979 

2. BEHNKE， M.: General resistance to Late 

Blight of SolanuJIl tuberosum plants regenera-

ted from call1ls resistant to cllltllre fillrates of 

l弘ytophthorail1festans. Theor. AppL Genet. 

56: 151-152目 1980

3. BEHNKE， M.: Selection of dihaploid potato 
call1ls for resistance to the cllltllre五ltrateof 

Fusariu/ll oxystorulJI. Z. P丑anzenzllchtg.85: 

254-258. 1980 

4. BENNETZEN，]. L. and 1'. L. ADAMS.: Selec-

tion and characterization of cadmillm-resistant 

sllspension cllltures of the wild tomato L)ロ)-

persicoll peruvianwll. Plant Cell Reports 3 

258-261. 1984 

5. DIX， P. L H. E. STREET.: Sodillm chloride-

resistant cllltllred cell lines from Nicotiall<l 

sylvestris and CapsμUIJI a1l1l1l1/1. Plant Sciencc 

Letters. 5: 231-237. 1975 

6. GENGENBACH ，B. G. and C. E. GREEN.: Selec-

10. ICHlHARA， A.， Y. KAWAKAML ancl S. SAKA-

MURA.: Slereoselective synlhesis and stereo-

chemistry of Alliloxin A. Tetrhaedron Let-

terrs， 27: 61-64. 1986 

11. lCHIHARA， A.， S. SA W AMURA， Y. KA W ASAKI 

and S. SAKAMURA.: Dihydrogladio辻出lica ι i凶d，

anot山he剖rpμ】汁hytω正ot切ox幻l日infrom p，弘;h2ο川 ιd

Agric. BioL Chem. 49: 1891-1892. 1985 

12. ICHlHARA， A.， S. SAW AMURA and S. SAKA-

MURA. : Strllctures of altiloxins A ancl B， 
phytotoxins from P，'IOI/W a、'P:lパ19iSacc目 Te-
trahedron Letters， 25・3209-3212.1984 

13. JACKSON， P. L E. JILL ROTH， P. R. MCCLURE 

and C. M. NARANJO.: Selection， isolation， and 

characterization of cadmillm-resistant D.μtura 

IllllOXta SllSp巴nsion cllltures. Plant Physiol. 

75: 914←918. 1984 

14目 MEREDlTH，C. P.: Hesponce of cllltured to-

mato じellsto alllminllm. Plant Science Let-

ters. 12・17-24.1978 

15. NABORS， M. W. and T. A. j)YKES.: Biotech-

nology in lnternalional Agricllltllral Research， 

lneternational l~ice f{esearch Institllte. 121-138. 

1985 

16. SACRISTAN， M. D.: }{esistance responses to 

lろ:wlIla linga川 of plants regeneratecl from 

selected cell and embryogenic cllltures of ha-

ploid J3rassica naρllS. Theor. AppL Genet. 61: 

193-200. 1982 

tion of T-cytoplasm maize call1ls cllltllres Summary 

resistant to I-lelmilltllOstoriulIl lJIaydis race T Calli with resistance to asparaglls stem blight 

pathotoxin目 CropSci. 15: 645-649. 1975 were selected on lhe medillm with phytotoxin 

7. GENGENBACH， B. G.， C. E. GREEN and C. M. sllch as clllture五ltrateof PlzolJI<l asρaragi Sacc.， 

DONOVAN.・lnheritanceof selected pathotoxin ethyl acetate extract， dihydrogladiolic acid (DGA) 

resistance in maize plants regenerated from and a-ketoL a-ketol is an analog of altiloxin A 

cell cllltllres. Proc. NatL Acad. Sci. USA 74: which has strong toxicity. 

5113-5117. 1977 The most sllitable size of call1ls for selection 

8. HARTMAN， C. L.， T. ]. McCoy and T. R. was 2 mm  in diameter and concentration of phyto-

KNOUS.: Selection of alfalfa (Medicago sativa) toxin was 100 ppm in DGA andα-ketol， 1・foldof 

cell lines and regeneration of plants resistant standard in clllture五1trate and 2-folds in ethyl 

to the toxin (s) prodllced by Fusarium o:cys- acetate extracL 

porU!ll f. sp. Medicaginis. Plant Science Let喝 Therewas remarkable difference among call1ls 

ters. 34: 183-194. 1984 indllc巴d from 8 varieties in resistance to ethyl 

9. HEIZ， D. ].， M. KRISHNAMURTHI， L. G. NI- acetate extract and 日-ketol. Calli indllced from 

CKELL and A. MARETZKI.: Applied and ‘L' Argenteuil'，‘Goldschatz'， and ‘Zlliyo' had a 

fllndemental aspects of plant cell， tisslle and higher resistance， while 'Mary Washington 500 W'， 

organ clllture. 3-17. Spriger. Berlin. Heidel- IGrun krone' and ‘New J ersey' had lesser resis司

berg. New York， 1977 tance. 



溝延・荒木・八鍬・市原: アスパラガス茎枯病抵抗性カノレスの選抜 255 

In ‘L' Argenteuil' and ‘Zuiyo'， selected calli grew 'L'Argenteuil' and ‘Zuiyo'， selected calli retained 
in the medium with two fold ethyl acetate extract their capacity to grow in ethyl acetate extract 

of initial selection. after being grown in its absence for 90 days. 


