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北海道大学農学部農場研究報告第32号:15-21 (2001) 

アルストロメリアの腔珠からのカルス誘導

阿久津雅子1)・篠田浩一2)・村田奈芳2)・佐藤博二3)・星野洋一郎3)

(1)北海道大学大学院農学研究科園芸緑地学講座)

(2)北海道農業試験場)

(')北海道大学農学部附属農場植物資源科学部門)

(2001年1月9日受理)

緒 言

Alstroemeriaは，南アメリカに 60種が分布し

ている。現代の園芸種は主にチリ原産種が交配親

になっており，一季咲きから四季咲きまでの品種

があること，根茎により栄養繁殖する多年草であ

ること，また，花の日持ちがよく，花色が豊富で、

切り花に適していることから，近年人気が高まっ

ている。

しかし，A lstroemeriaは，数多くの自生種があ

りながら伝統的な育種方法を用いての品種改良

が比較的難しいとされている。種間交雑により雑

種を得ることが難しく，種間雑種ができても，稔

性を持たないものが大部分で，育成した種間雑種

を交配親として利用できない場合がほとんどであ

る。増殖は根茎の栄養繁殖によるものが一般的で

あり，自然状態では変異がほとんど発生しないた

め，現在の品種改良は，偶発性に頼った方法によ

り行われているのが現状である九

近年，細胞工学的手法による育種が試みられて

いるが，アルストロメリアでは効率のよい植物体

再生系が確立されておらず，その手法を応用でき

ないのが現状である。

本研究では，s壬珠を用いて，Alstroemeriaのカ

ルス誘導について検討を行った。まず，第一に，

異なる時期に採取した旺珠の発育ステージがカル

ス形成に及ぼす影響について検討を行った。第二

に，培地に加える植物生長調節物質の組み合わせ

が匪珠からのカルス形成に及ぼす影響について検

討を行った。第三に，培地を振宣する液体培地と

静置する固形培地とを用いて，カルス形成に差異

が見られるか否を調査し，細胞工学的手法による

植物体再生法の基礎的検討を行った。

材料と方法

l 植物材料の調製

自家授粉した Alstroemeria μlegrina var. 

alba， A.ρelegrina var. rosea及ぴA.magentaの

子房を洗剤で洗い，流水ですすいだ後，界面活性

剤 (polyoxyethylenesorbitan monolaurate 

Tween 20)を添加した次亜塩素酸ナトリウム溶液

(有効塩素1%)に 10分間浸漬し，滅菌した。そ

の後子房を 3固滅菌水ですすぎ， i慮紙を敷いたシ

ャーレ上でメスとピンセットを用いて子房から腔

珠を摘出した。

2 匪珠の発育ステージがカルス形成に及ぼす影

響

自家授粉後14，32， 38及ぴ48日目の子房から

摘出した A.ρelegrinavar. albaの旺珠を用いて，

腔珠の発育ステージがカルス形成に及ぼす影響に

ついて検討した。培地は 3%ショ糖及びオーキシ

ンとして 1mg/l picloramまたは 2，4 -dichloro-

phenoxyacetic acid (以下2，4-Dと略)を添加

した MS2)培地を0.2%ゲランガムで固化したも

のを用い， pHは5.6-5.8に調整した。 20
0

C，24時

間日長下で培養し，培養8週間後及ぴ12週間後に

カルスを形成した旺珠の数について調査した。

3 植物生長調節物質の組み合わせがカルス形成

に及ぼす影響

自家授粉18日後の A.ρelegrinavar. rosea及
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ぴA.magentaの子房から摘出した腔珠を用い，

植物生長調節物質の組み合わせが肱珠からのカル

ス誘導に及ぽす影響について検討した。培地は 3

%ショ糖を含む MS培地にオーキシンとしては

picloramまたは 2，4-Dを0，0.5， 1または 5

mg/l，サイトカイニンとしては， kinetinまたは

BAをOおよび0.5mg/lの濃度で組み合わせて

添加し，0.2%ゲランカ、、ムで固化したものを用い，

pHは5.6-5.8に調整した。腔珠を置床し， 20
o

C， 

24時間日長下で培養した。培養8週間後， 12週間

後及び6か月後にカルスを形成した腔珠数につい

て調査した。

4 液体培地と固形培地を用いた場合のカルス形

成の差異

自家授粉後18日目の子房から摘出した A.

pelegrina var. roseaの旺珠を用いて，固形培地と

液体培地におけるカルス形成の差異について検討

した。培地は， 3%ショ糖及び1mg/l picloram 

を添加した MS培地に，国形培地には， 0.2%ゲラ

ンガムを加えた。 pHは， 5.6-5.8に調整した。液

体培養は囲転振最培養 (100回/分)とした。培養

は20
o

C，24時間日長条件下で、行った。

結果

1 旺珠の発育ステージがカルス形成に及ぼす影

響

Table 1に示したように，培養8週間後では，培

地に 1mg/l picloramまたは 2，4-Dのいずれの

オーキシンを添加した場合において，授粉後14B 

Table 1 Effects of d巴velopmentalstages of 
ovules on callus formation in A.ρele. 
grina var. alba. 

days after 1mg/l picloram 
pollination 8weeksl) 12weeks 

14 10/382) l3/38 

32 20/24 22/24 

38 0/7 0/7 

48 0/15 0/15 

。cultureperiod 

1 mg/l 2，4.D 
8weeks 12weeks 

9/39 11/39 

8/24 10/24 
0/7 1/7 

0/15 1/14 

2) number of ovules showing callus formation/n臼mber
。fovules tested 

日及ぴ32日目に摘出した腔珠が高頻度にカルス

を形成したが，授粉後38日目及び48日目に摘出

した腔珠からはカルスは形成されなかった。培養

12週間後においても，授粉後38日目及び48日目

に摘出した腔珠からは，ほとんどカルスは形成き

れなかった。また， 1 mg/l picloramを添加した培

地上で，約6か月間培養したカルスを比べたとこ

Fig. 1 Typical appearanc巴sof callus d巴rived
from ovules of A.ρelegrina var. alba 6 
months after initial culture. The ovules 
were cultured on MS medium supplement. 
ed with 1 mg/l picloram. The ovules 
were harvested from ovaries 14(A) and 32 
days (B) after pollination. 

Fig. 2 Typical appearances of calli derived from 
ovules of A.ρεlegrina var. alba 6 months 
after initial culture. The ovules were 
cultured on MS medium supplemented 
with 1 mg/l 2，4.D. Th巴ovuleswere har-
vested from ovaries 14(A)， 32(B)， 38(C) and 
48 days (D) after pollination. 
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ろ，授粉後32日目の匝珠よりも，授粉後 14日目

の腔珠から形成されたものの方が，増殖がよく，

friableであった (Fig.1 )。一方， 1 mg/I 2， 4-

Dを添加した培地上で約6か月間培養したカルス

を比べたところ，授粉後 32日目， 38日目及び48

日目に摘出した旺珠から生じたカルスの形態は似

ていた (Fig.2)。しかしカルスを形成した腔珠の

割合は培養 12週間後ではそれぞれ42%， 14 %， 

4%とかなりの差異があった。また， picIoram及

び2，4-D'，のいずれを添加した場合においても，

授粉後 14日目に摘出した腔珠を用いた場合に，増

殖がよく，柔らかいカルスが得られた。

2 植物生長調整物質の組み合わせがカルスの形

成に及ぽす影響

A.μlegrina var. roseaに関しては，培養8週

間後では，オーキシンとして 2，4-Dを5mg/I添

加した場合にはカルスが形成されなかったが， O. 

5及び 1mg/I添加した場合には，サイトカイニン

添加の有無に関わらずカルス形成が認められた

(Table 2)。培養6か月後では， 0 . 5 mg/I kinetin 

及び 1mg/I 2， 4-Dを組み合わせて添加した場

合に最も高いカルス形成率が得られた。オーキシ

ンとして picIoramを用いた場合には，培養 12週

間後では， 0.5 mg/I BA及びo. 5 mg/I picIoram 
を組み合わせて添加した場合，また，培養6か月

後では， 0.5 mg/I BA及び0.5または 1mg/I pi-

cIoramを組み合わせて添加した場合に最も高い

カルス形成率が得られた。

一方，同様の実験を A.magentaで、行ったとこ

ろ，今回設けた区ではカルスはほとんど誘導きれ

なかった (Table3)。

Table 2 Effects of plant growth regulators on callus formation in ovule culture of A.ρelegrina var. 
rosea 

culture cytokinin 2， 4.D(mg/l) picloram (mg/l) 

period (mg/J) 。 0.5 1 5 0.5 1 5 

8 weeks 。 10/18') 4/18 2/18 0/18 2/18 1/18 0/18 

0.5 kin巴tin 6/18 1/18 。/18 6/18 。/18 2/18 

0.5 BA 2/18 3/18 。/18 4/18 2/18 1/18 

12 weeks 。 10/18 6/18 8/18 3/18 6/18 2/18 2/18 

0.5 kinetin 8/18 8/18 1/18 7/18 3/18 4/18 

0.5 BA 7/18 5/18 2/18 11/18 5/18 

6 months 。 10/18 6/18 8/18 5/18 10/18 2/18 3/18 

0.5 kinetin 12/18 15/18 3/18 7/18 4/18 

0.5 BA 8/18 8/18 6/18 11/18 11/18 7/18 

1) number of ovules showing callus formation/number of ovules tested 
， not tested 

Table 3 Effects of plant growth regulators on callus formation in ovule culture of A. magenta. 

culture cytokinin 2， 4.D(mg/J) picloram (mg/l) 

period (mg/l) 。 0.5 1 5 0.5 1 5 

8 weeks 。 1/71) 0/7 。/7 。/7 0/7 。/7
0.5 kinetin 0/7 。/7 0/7 0/7 0/7 
0.5 BA 0/7 。/7 0/7 0/7 0/7 

12 weeks 。 。/7 。/7 。/7 0/7 。/7
0.5 kinetin 0/7 。/7 1/7 。/7 。/7
0.5 BA 0/7 。/7 0/7 0/7 。/7

6 months 。 1/7 。/7 1/7 0/7 0/7 。/7
0.5 kinetin 0/7 。/7 。/7 0/7 0/7 
0.5 BA 1/7 。/7 0/7 2/7 1/7 

1) number of ovules showing callus formation/number of ovules tested 
一， not tested 
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3 液体培地と固形培地を用いた場合のカルス形

成の差異

腔珠を液体培地へ入れ，回転振量培養した場合，

カルス形成率は培養8週間後では 60%， 12週間

後では 80%， 6か月後では 90%となった。同組

成の固形培地と比較して (Table2 それぞ、れ5

%， 11 %， 11 %)，カルスの誘導期間は短<，ま

たカルスの形成率も高かった。 Fig.3に液体培地

及び固形培地上で培養を 6か月行ない，形成され

たカルスの様子を示した。ともに， U歪珠から誘

導されたカルスであるが，液体培地を用いた方が，

カルスの生長が速かった。また，固形培地で誘導

したカルスには褐変が見られたが，液体培地で得

られた方には見られなかった。

Fig. 3 Comparison of callus formation between 
solid and liquid medium used for culture 
of A.μlegrina var. alba ovules. The 
ovul巴swere harvested from ovaries 18 
days after pollination and cu1tured for 6 
months. A， The callus was induced from 
the ovules on 0.2% gellan gum-solidified 
MS medium containing 1 mg/l pic1oram. : 
B， The calli were induced from the ovules 
cultured in MS liquid medium containing 1 
mg/l pic10ram by gyratory shaking. 

考 察

1 s壬珠の発育ステージがカルス形成に及ぽす影

響

Alstroemeriaの腔珠培養によるカルス誘導に

関して，今までいくつかの報告があるが刊これま

で旺珠の発育ステージとカルス形成との関連につ

いて検討した報告はない。そこで，本実験では，

E珠の発育ステージがカルス形成に及ぽす影響に

ついて検討した。

培地に 1mg/l pic10ramまたは 1mg/l 2， 4 

Dのいずれを添加した場合においても，授粉後14

日目及び32日目に摘出した腔珠は高頻度にカル

スを形成したが，授粉後38日目及び48日目に摘

出した庖珠からはカルスは形成されなかった。こ

のことから，旺珠の発育ステージがカルス形成に

大きく影響することが分かった。

Alstroemeria種子は，強い休眠性を持つことか

ら刊授粉後38日目及び48日自の腔珠からカル

スが形成されなかったのは，これらが休眠状態に

入っていることに起因するものと思われる。

よって， lt珠からカルスを高頻度で誘導するた
めには，発育ステージが比較的進行していない腔

珠を用いることが有効で、あると思われる。

2 植物生長調節物質の組み合わせがカルス形成

に及ぽす影響

Gonzalez-Benitoら4)の報告では，A lstroemeria 

の腔は，オーキシンとして pic10ramおよび2，4 

-Dを加えた培地を用いた場合に植物体を再生す

るカルスを生じたとある。

一方， H utchinsonら5)，6)の報告ではサイトカイ

ニンとして kinetinを用いることが，カルス形成

に効果的であることが述べられている。本研究で

は，オーキシンとしては pic10ramおよび2，4 

D，サイトカイニンとしては kinetinおよびBA

を用いて，植物生長調節物質の濃度および組み合

わせがカルス誘導に及ぽす影響について検討を行

った。その結果，A.ρelegrina var. roseaにおい

ては， 2，4-D及びpic10ramいずれに関しても，

0.5 mg/lを添加した場合に，比較的短期間でカル
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スが形成され，高濃度で (5mg/l)で添加した場

合には長期間を要することが分かった。また，オ

ーキシンとして pic10ramを用いた場合，サイト

カイニンとして kinetinを用いた場合よりも BA

を添加した場合にカルス形成率は高<，kinetinが

カルス形成に効果的とする Hutchinsonら5)，6)の

報告とは異なる結果を得た。 6か月後のカルス形

成率は， 0 . 5 mg/l kinetin及び1mg/l 2， 4 -D 

を組み合わせて添加した場合に最も高かったが，

Hutchinsonら5)の報告にもあるように，本研究で

も2，4-Dをオーキシンとして添加した場合，カ

ルスの褐変が多かった。これらのことから，オー

キシンとしては 0.5または 1mg/l pic1oram，サ

イトカイニンとして 0.5mg/l BAを用いること

が旺珠からのカルス形成に有効であることが示さ

れた。

また，Alstroemeriaの旺珠培養においては，遺

伝子型が大きな影響を持つことが報告されている

が3) 今回の実験でも，A.magentaとA.ρelegrina

var. roseaとの聞には，カルス形成に関して顕著

な種間差異が認められた。このことから，Al. 

stroemeriaの旺珠培養においては，遺伝的背景が

大きな効果を持つものと思われる。

3 液体培地と固形培地を用いた場合のカルス形

成の差異

これまでの報告によると，A lstroemeriaの旺珠

培養においてはカルス形成に要する期聞が12か

月と長くヘカルス形成率も低い。一般的に行われ

ている固形培地上で旺珠からカルスを誘導する方

法と，液体培地に直接旺珠をいれ，振畳培養する

方法を比較したところ，カルス形成率や誘導期間

に関して著しい差異があった。本実験では，液体

培地を用いた方が，高頻度かつ短期間にカルス形

成がなされた。このことから，液体培地の方が培

地に触れている面が多いこと，また振渥という条

件がAlstroemeriaの旺珠からのカルス誘導にお

いて効果的であると推測された。

今後は，液体培地を用いて，添加する植物生長

調節物質についてより詳細に調査し，その効果に

ついて比較検討するとともに，生じたカルスの経

時的変化を調査する予定である。

本研究で得られた成果は，A lstroemeriaの腔珠

からのカルス形成に関するいくつかの新たな知見

を提供するものである。第 1に，旺珠の発育ステ

ージがカルス形成に大きく影響すること，第 2に，

A. magentaとA.ρelegrinavar. roseaとの聞に

は，カルス形成に関して顕著な種間差異が認めら

れること，第3に，液体振渥培養が効果的である

ことが分かった。今後，今回得られたカルスから

植物体を再生する培養系を開発し，更に形質転換

系を確立することができれば，Alstroemeriaの育

種に大きく貢献できるものと思われる。

しかし，今回外植片として用いた旺珠は，材料

の確保が困難で、，利用できる時期も限られること

が欠点である。最近， Linら叶土節部を含む葉組織

片を用いた培養法を検討し，より簡便かつ効率的

な培養系確立の可能性を考察している。また比較

的材料の確保が容易である根茎を用いた報告もあ

る8)。今後，より確保が容易な葉植物片などの組織

片や根茎からのカルス誘導を試みる予定である。

摘要

近年，細胞工学的手法による育種が試みられて

いるが，Alstroemeriaでは効率のよい植物体再生

系が確立されておらず，その手法を応用できない

のが現状である。

そこで本研究では，植物体再生系の確立の基礎

となる，Alstroemeriaの腔珠からのカルス誘導条

件について検討を行った。

1 腔珠の発育ステージがカルス形成に及ぼす

影響として， pic10ram及び2，4-Dのいずれを添

加した場合において，授粉後14日目に摘出した旺

珠を用いた場合に，増殖がよく，柔らかいカルス

が得られた。

2 植物生長調節物質の組み合わせがカルスの形

成に及ぽす影響として，A.ρelegrinαvar. rosea 

に関しては，培養6か月後に， 0.5 mg/l kinetin及

び 1mg/l 2， 4-Dまたは 0.5mg/l BA及び0.5

または 1mg/l pic10ramを組み合わせて添加した

場合に最も高いカルス形成率が得られた。

一方，同様の実験を A.magentaで行ったとこ
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ろ，今回設けた区ではカルスはほとんど誘導きれ

なかった。

3 液体培地と固形培地を用いた場合のカルス形

成の差異として，旺珠を液体培地へ入れ，回転振

謹培養した場合，カルス形成率は固形培地と比較

してカルスの誘導期間は短<，またカルスの形成

率も高かった。
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Summary 

21 

Calli were induced from A μlegrina var.γosea， A. pelegrina var. alba and A. magenta by culture 
of ovules excised from ovaries 14 days after self-pollination. Friable calli were formed 6 months after 

initial culture from each ovules on Ms medium supplemented with 1 mg/l picloram or 2，4-D. The 

frequency of callus formation from ovules of A.ρelegrina var. rosea increased on MS medium containing 
0.5 mg/l kinetin and 1 mg/l 2，4-D， or 0.5 mg/l BA and 1 mg/l picloram. On th巴otherhand， the ovules 
of A. magenta were rarely induced calli on the same conditions. Friabl巴 calliwere also induced 
effectively from the ovules of A.ρelegrina var. rosea cultured in liquid medium on a gyratory shaker. 


