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イネ科牧草未熟眠からのカルス誘導

吉津 晃(天北農試〉・杉信賢一・高溝 正(草地試〉

筒井佐喜雄・中村 克己・大槌 勝彦(天北農試〉

緒百

牧草の品種改良を進める上で，優良形質を備えた育種材料の選抜や作出に，植物組織培養を利用し，培

養条件の制御によって特定の変異体を得る方法が考えられている。このような培養細胞からの選抜に際し

ては，脱分化によるカJレス誘導から植物体の再分化までの細胞培養系の確立が重要である。イネ科牧草で

は，イタリアンライグラスで未熟匪由来カJレスが，比較的植物体再分化能の高いことが知られている 3)。

本報では，細胞培養系の確立に役立てるため，イネ科牧草 5草種を材料として，未熟怪からのカlレスの誘

導と生育に及ぼす基本培地と 2，4-D濃度の影響を検討した。

材料および方法

表1 供試材料

草種名 品種名

表1に示した草種，品種を材料として，これ

らの乳熟後期の穂を採取し，外頴と内頴を除去

した頴果を水洗後70%エタノーJレに30秒間，さ

らに l係次亜塩素酸ナトリウム水溶液に20分間

浸潰して滅菌した。その後，滅菌水で3回洗浄

し，未熟匪を摘出して培養した。

力jレス誘導は，基本培地をMS培地2)とN

イタリアンライグラス

ペレニアlレライグラス

トー Jレフェスク

オーチヤードグラス

チモシ

サクラワセ・ワセアオノイ

キヨサト・ Grimalda

ヤマナミ・Manade

アキミドリ・キタミドリ

クンフ。ウ

6培地1)の 2水準， 2， 4-D濃度を 2mg/乙と10mg/乙の 2水準を組み合せた 4処理， 3反復で行

った。全処理共通に，ショ糖 3%，寒天 i係， pH6.0として，直径90伽 1，深さ15mmのシャーレに培地を20

ccずつ入れた。シャーレ当り未熟匪を 6個置床し， 25
0

C暗黒条件下で培養した。

結果

( 1) 力Jレス誘導率

未熟駐を培地へ置床後7日目にカlレス誘導率を調査

した。草種聞についてみると，カJレス誘導率に品種間

差が認められたのは，図 lに示したイタリアンライグ

ラスだけであった。同草種はワセアオパのN6培地，

2， 4-D 2mg/乙だ付が低く，ほかは高い値であっ

た@カJレスの誘導と同時に目玉からの発芽を伴うものも

あり(図中斜線部)，サクラワセよりワセアオパが多

かった。

品種間差の認められなかったペレニアJレライグラス，
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図l 基本培地と 2， 4一D濃度がイタリアンラ
イグラスのカJレス誘導率に及ぼす影響
(斜線部は，カ jレス誘導に発芽を伴った割合)
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それにチモシーを加えて図2に示トーノレフェスク及びオーチヤードグラスの 3草種は 2品種の平均値で，

MS培地より N6培地のペレニアJレライグラスの基本培地間だけに有意差が認められ，した。その中で，

誘導率が低かった。他草種は，いずれも明らかな差が認められなかった。発芽を伴ったカJレスの割合(図

4一DlOmg オーチヤードグラスを除いて 2，4草種ともN6培地より MS培地が多く，中斜線部)は，

/Lより 2mg /乙で多い傾向がうかがえた。

カJレスの生育の推移(2) 

100 

カlレス誘導後の生育を引き続き同一培

カ地で調査した。生育のめやすとして，
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カJレスの長径と短径から面積を算出し，

Jレスの大きさとして表した。この値が大

きいほどカ lレスの生育が良好であること

を示す。置床後14日目から35日目まで7

20 その推移を図3に示し日間隔で調査し，
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たQ まず，品種間差が有意であった草種

はオーチヤードグラスとイタリアンライ

基本培地及び2，4-D濃度によるカノレス誘導率
の草種間比較

(斜線部は，

図2

グラスで，前者ではアキミドリが大きか

った。後者は交互作用も有意だったので

後述する。次に，基本培地問では，すべ

カlレス誘導に発芽を伴った割合)ての草種で有意となったが，交互作用も
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PR:ペレニアJレライ
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TF:トーJレフェスク
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基本培地と 2，4-D濃度がカJレスの生育の推移に及ぼす影響
I J内は品種名を， I印は各時期，草種ごとのL.s.d(5%)を示す。

カ Jレスの大きさ (m~!個)= (カ Jレスの長径/2 ) x (カ Jレスの短径/2 ) xπ 

図3
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認められた。交互作用では，ペレニアノレライグラスを除いて，そのひとつだけが有意となった@草種ごと

の特徴は以下のとおりである@

オーチヤードグラスとチモシーはMS培地， 2， 4-D 21lZfJ/ Lで， トーlレフェスクはMS培地， 2， 4-

D 101昭/乙で大きかった。イタリアンライグラスは，品種で基本培地が大きく，サクラワセでは顕著な差

が認められなかった@ペレニア 1レライグラスは，三要因の交互作用が有意となって， Grima1daはMS培

地， 2， 4-D 21lZfJ/乙で， キヨサトはMS培地が 2，4-D濃度にかかわらず大きく，両者の比較では前者

が大きかった@

考察

本実験では，すべての草種でカJレスが誘導でき，誘導率は用いた基本培地及び2，4-D濃度では，ペレ

ニアノレライグラスを除いて差がなく，高い値を示した。ペレニア jレライグラスでは，匪が直接発芽してカ

lレスを発達しない匪がN6培地で多く，カ jレス誘導にはMS培地が適すると考えられる。さらに，カJレス

の生育を合せて考えると，供試したすべての草種でカ jレス誘導培地は， N 6培地より MS培地を用いた方

が，誘導から引き続き効率よく培養できる点で有利と思われる。 MS，N 6両培地の組成で特徴的に異な

るのは，窒素源とその濃度であり，このことがカJレスの生育に差異をもたらしたと推察される。

カlレス誘導に 2，4-D濃度の影響は認められなかったが，その後のカlレスの生育では，草種，品種で異

なる傾向がみられた@植物ホJレモンの影響では，杉信ら 3)がイタリアンライグラスの未熟匪からのカlレ

ス誘導と再分化について， MS培地を用いて 2，4-Dとベンジ、lレアデニン (BAP)の相互作用を検討し，

力Jレス形成にはBAP濃度の影響はないものの， 2， 4 -D濃度の高い方(4m'il /乙〉が良好であり，再

分化割合は 2，4-D濃度が低く(11lZfJ /乙)， B AP濃度の高い方(21lZfJ /乙)が優れることを報告した@

本実験のイタリアンライグラスでは， 2， 4-D濃度による有意な差が認められなかった。しかし，21lZfJ /乙

のカルスの大きさは，各調査時期を通して大きい傾向がうかがえることから， 101lZfJ /乙ではカJレヌの誘導，

生育にとって高濃度すぎるであろう。また，草種によって異なる傾向が認められたことから，今後は本実験

で検討しなかった，再分化まで考慮した植物ホJレモンの種類と濃度について，草種ごとの最適条件を検討

する必要がある@
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