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カンキツの不定胚形成における内生オーキシンの影響
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Summary

This study investigated the changes in endogenous auxin concentration during embryogenesis of
citrus (Cirrus sinezsis Osb.) in tissue culture. Embryogenic callus (EC) was induced from ovules of
'Trovita orange' and 'Oomishima navel'. In both varieties, the EC having greater capacity for
embryogenesis had a correspondingly higher endogenous indole-3-acetic acid (IAA) concentration.
When the EC in'Washington navel 'and'Oomishima navel 'were cultured on hormone-free media
which can induce embryogenesis, the IAA concentration increased for 2 days, then rapidly decreased
and stabilized 14 days later. These results suggest that the decrease in IAA concentration is closely
related to citrus embryogenesis.
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オーキシンは不定胚分化と強い関連があることが知ら

れている (高橋
。増田,1994).カ ンキツの珠心由来の

Embryogenic callus(EC)をホルモンフリー培地に移すと

不定胚分化 が起 こる (小 林 ら,1 9 8 4 ; K o b a y a s h iら,

1985).ま た,抗 オーキシン作用のある7-aza indoleなど

を含む培地での培養や (Kochbao Spiegel―Roy,1977),内

生オーキシンを下げるとされているγ線の照射 (Kochba
o Spiegel―Roy,1977)と ガラクトース,ラ ク トースを含む

培地での培養 (Kochbaら ,1978)で 不定胚形成が促進され

ることが報告されている。これらの知見から,カ ンキツ

では内生オーキシンの低下が不定胚形成を誘導 している

と推察されるが,カ ンキツECか らの不定胚形成過程にお

ける内生オーキシン濃度の変化は調べられていない.そ
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こで,カンキツECに おける不定胚形成能と内生インドー

ル酢酸(IndOle-3-acetic acid,IAAp濃度との関係,およ

び不定胚誘導過程における内生IAA濃度の変化について

調査した。              ,

材 料 お よび方 法

植物材料として
`大
三島ネープル

'(CirryS SJ“
θぉおOsb.

var.b″sJ′JθパなTanakり ,`ワ シ ントンネープル
'(C

s'“ぉおOsb.var.b“ drたぉおTanaka)お よび
`ト
ロビタ

オレンジ
'(Cs'″
θおおOsb.)の珠心から誘導されたECを

使用した(小林ら,1984).ECを ,20 mg・ 「
1カ
イネチ

ン,50g。 11シ ョ糖および 3g。1~1ゲ ルライ トを含む

Murashige・ Tucker(MT)(MuraShige・ Tucker,1969)培

地で継代培養 し,不 定胚分化能の異なった系統を選別し

た.不 定胚分化能は,異 なる胚珠から誘導されたECを ホ

ルモンを含まないMT培 地で培養し,培養後 2ヶ月におけ

る不定胚が形成されたEC数 と,不 定胚に発達しなかった

EC数 より不定胚形成率から求めた。評価は不定胚形成率

より4段 階で行い,0:な し,1:1-10%,2:11-50%,

3:50%以 上とした.不 定胚形成能力の異なった
`ト
ロビ

緒
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タオレンジ
'と `大
三島ネーブル

'の
EC中 の内生 IAA濃

度を,Sakuraiら (1985)の方法に準じインドールプロピ

オン酸を内部標準に利用して,高 速液体クロマトグラフ

(LC-3A,島 津社製 )で分離し,蛍 光検出器 (励起波長
:280nm,蛍 光波長 :350nm;RF-530,島 津社製 )により

同定 ・定量 した。

次に,上 記固形培地と同様の組成の液体培地で
`ヮ
シン

トンネープル
'と `大
三島ネープル

'の
ECを 継代培養 し,

その後ホルモンを含まない液体培地に移 して不定胚の形

成を促した.40mlの 培養液を入れた100ml三 角フラスコ

中で 100rpmで 振とう培養し,移 植後,0,1,2日 目,1,

2,3,4,6週 目のECを 採取した。それらの内生 IAA濃 度
は,内 部標準として

13c6~IAAを
使用したGC― MS(QP―

5000,島 津社製 )の選択イオンモニタリング法 (SIM)に
より同定 。定量 した(Koiimaら , 1994).

結 果 お よ び考 察

同一品種から得られた不定胚形成能の異なるECの 内生

IAA濃 度を第 1図 (`トロビタオレンジ
'と `大
三島ネープ

ル
')に
示した。いずれの品種においても不定胚誘導能力の

高いECほ ど内生 IAA濃 度が高かった。特に
`大
三島ネー

プル
'に
おいては,不 定胚形成率が50%以 上を示した不

定胚形成能が 3の EC系 統は,不 定胚形成をしない不定胚

形成能が 0の EC系 統の約 4倍 であった (第 1図 ).
Ribnにkyら (1996)はニンジンEC誘 導時において,培 地

に添加された外生合成オーキシン類が内生 IAA濃 度にど

8s-3 85-2 85-1 8s_4 85-3 85-2 85-8 8s_5

Embryogenic callus l ine

Fig. l. Comparison of IAA concentrations in 'Trovita orange,
and 'Oomishima navel' embryogenic callus lines having
different abilities for embryogenesis. Numbers above
columns indicate the ability of embryogenesis (0: none, 1: 1
-lOVo,2: l l -50Vo,3: over 50Vo). The abi l i ty for embryo-
genesis was estimated by No. of embryo/ embryogenic
callus ratio 2 months after the calli were transferred to a
hormone- free MT medium. Vertical bars indicate standard
errors (n=3).
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Fig.2.  Changes in the IAA concentration'during embryo‐

genesis Of citrus embryogenic callus.OPen drcles(o),
`Washington navel'.C10sed cirdes(●

),`Oomishima
navel'

のような影響を与えるかを調べ, EC形 成には必要である

が,外 生オーキシンは内生 IAA濃 度に影響を与えないと

結論 している.本 実験のEC誘 導培地はオーキシンフリー

であったため,カ ルス自身の内生オーキシンのみで ECを

形成する必要があった。これらのことから,カ ンキッの

不定胚形成にはECの 段階における高い内生オーキシン生

成能力が必要であると推察された。

不定胚誘導培地に移植後の EC中 の IAA濃 度を経時的

に測定 した結果 (第 2図 ),`ワ シントンネ
ーブル
'お
よび

`大
三島ネーブル

'と
もに移植後直ちにIAA濃 度は増加 し

た。
`ワ
シントンネープル

'で
は 1日目にIAAが 29 pmol・

gFV l,`大 三島ネーブル
'で
は 2日目には35 pmol・gFW~1

となったが,そ の後急速に減少 した。そして不定胚誘導

開始後 2週 間目には両品種とも約 10 pm01・gFW lま で

低下 し,そ の後大きな変化はなかった。両品種の不定胚

形成は培養開始後 35日 目から観察され始めた。この結果

から不定胚誘導過程の初期段階でカルス細胞内の IAA濃

度が減少することが明らかとなった.

オーキシンを含む培地でニンジンECを 培養すると不定

胚形成が阻害される(高橋
・増田,1994)こ とゃ IAAを 含

む培地でカンキツECを 培養すると不定胚形成が阻害され

ることからも(Kochbao Spiegel―Roy,1977),ォ ーキシン

(IAA)が カンキツ不定胚形成に深 く関わっていることが

推察される ま た Michalczukら (1992)は,ォ
ーキシンフ

リー培地で培養したニンジンECの IAA濃 度を分析 し,本

研究と同様に,減 少 したことを報告 している こ のこと

は,内 生 IAAの 減少が不定胚形成の重要な誘導条件であ

ることを強 く示す.

以上の結果から,不 定胚形成過程の EC段 階では高い内

生 IAA濃 度を必要とするが,ECか ら不定胚に分化する

過程においては,誘 導初期に内生 IAA濃 度が減少 し,低

濃度で推移することが確認された。
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本研究ではカンキツ(Ci′朋S SJ“″sおOsb.)の不定胚形

成能と内生インドール酢酸 (IAA)の関係,お よび不定胚

形成過程での内生 IAA濃 度の変化について検討した。

Embryogenic callus eC)はォーシキンを含まない培地

で
`ト
ロビタオレンジ

'と `大
三島ネーブル

'お
よび
`ワ
シ

ントンネープル
'の
胚珠から得られた.不 定胚形成能力が

高いカルスほど内生 IAA濃 度は高かった.ECを ホルモ

ンフリー培地で培養すると,IAA濃 度は培養後 2日 目ま

で増加し,そ の後減少した。これらの結果から,ECの 段

階では高い内生オーキシン濃度を必要とするが,不 定胚

誘導では内生 IAA濃 度の減少が関係していることが示唆

された.
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