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ストレス抵抗性の細胞選抜を効果的に行なうためには，その遺伝的側面を明らかにする必要があるが，

アルフアルファの場合， 2倍性の材料で再分化効率の高い安定した系があると，解析しやすく，便利である。

そこで本実験では 2倍体アルファノレファ(Med日仰osativαL. )の再分化系作出を目的とし，奥村氏

1) ，h 副 =.Jo_~ .， .::n.rrJ:t.'f-I-' 2 ) の提案した 2段階法 およひ不定匹誘導処理をイ了なう 3段階1去 を用いて 2倍体アノレブアルファの不

定匹形成を検討した。

材料および方法

(供試植物)2倍体アノレフアルファ (M. sativαL. • 2 n= 16. PI 172989. トノレコ原産，草地

試験場・杉信賢一氏より分譲)を供試した。

1 ) 
( 2段階法 〉

2倍体アルファノレファの種子を次亜鉛素酸ナトリウムで15分処理し，ハイポネックス寒天培地(ハイポ

ネックス 1~ / l .寒天 0.8%)に無菌橋種した。発芽後，子葉が展開した時点で，子葉は l枚ごとおよ
3) 

び/li軸は約5伽ごとに切断し，それぞれカjレス形成培地に置床した。カlレス形成培地は SH培地 を基

本とし.2.4 -D 5 mg / t .カイネチン 2mg/t. ショ糖 3%，寒天 0.8%で加え. pH5.8に調整して用い

た。置床後30日，形成されたカノレスについて，子葉由来のカノレスは直径約 5mmのカノレス片に切断し，匪軸

由来のカノレスはそのままの状態で，不定旺発育培地(SH. 50mMプロリン. 22.4mM. (N品 )2S04)

に移植した。移植30日後の不定匪形成を観察した。カノレス誘導は暗所・ 250Cならびに不定眼形成は明所

• 250Cで行なった。

( 3段階法)
2 ) 

本法はBrownらの方法 を改変したものである。無菌播種は 2段階法と同様に行なった。カノレス形成

培地には SH培地を基本とし 2.4 -D 1 m g / t .カイネチン 0.1mg / tショ糖 3%.寒天 0.8%を加え，

pH5.8 に調整して用いた。植物片置床は 2段階法と同様に行なった。置床30日後に，不定怪誘導培地

( SH+2.4-Dl1.1mg/t，カイネチン 1.1mg/t)で3日間処理した。次に不定匪発育培地に移植し，

30日後に不定怪形成を観察した。培養環境は 2段階法と同様に設置した。

結果および考察

それぞれの処理区において，カノレスは 100%形成されたく表 1)。部位で比較すると子葉由来カノレスは
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大きく柔らかであり，匪軸由来のカノレスは小さめ

でややかたかった。処理方法で比べると 2段階法

はカノレス形成が早く，やや褐変するものもあった。

各処理区における不定匪形率を表2に示した。

2段階法における子葉由来カノレスの不定匹形成率

が 12.9%と高く，不定根の形成が 2つのカノレスで

表 1 子葉および匪軸部のカノレス形成率

子葉(カノレス形 匪軸(カノレス形
成/置床切片) 成/置床切片)

2段階法 1) 10/10 (100%) 56/56 (100%) 

3段階法 2) 10/10 (100%) 51/51 (100%) 

1 ) S H 2.4 -D 5 m g / t ，カイネチン 2mg/ t 
2) SH 2.4 -D 1 mg / t ，カイネチン 0.1mg / t 

認められた。 2段階法における匪軸由来のカノレス，

3段階法の子葉ならびに匪軸由来のカノレスの不定匪形成率はそれぞれ 5.6係， 6.7%， 4.9係であった。

1 ) 
奥村らは 2段階法を用いて 4倍体のアノレファノレファの栽培品種の不定匪形成を見た。その結果，

CV. Roamerの69婦を最高に，殆どの品種で 30係以上の不定匪形成を認めた。筆者も別に同様な結

果を得ている(未発表)0 2培体アノレファノレファを用いた本実験でも， 2段階法がやはり 3段階法より形

成率が高かったが， 2段階法の有効性はそれほど顕著に認められなかった。

今後，本実験で得られた不定匪を小植物体まで育成しその個体の染色体数などを確認し，ストレス耐性

の細胞選抜の実験に供試していきたい。

表2 2倍体アノレファノレファの不定匪形成

外植片の位置 ルス数不定匪(領形)成数不定根(係形)成数

子葉 31 4 (12.9領〉 2 (6.5係〉
2段階法

匪軸 54 3 ( 5.6係〉 。
子葉 30 2 ( 6.79わ 。

3段階法
匪軸 41 2 ( 4.9係) 。
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