
東北農業研究 (Tohoku Agric Res)53, 239-240(2000)

カーネ…ション培養変異選抜のための ISSR― PCR法

新 井 正 善

(秋田県生物資源総合開発利用センター)

Identif■ catiOn of SOmac10nal VariatiOns by ISSR PCR Analysis in Carnation

(Djαん説しs cαryοpん ,″
“
sL)

MasayOshi ARAI

(Akita PreFectural Center for Bi。 logical Resources Dovelopment)

1 は じ め に

カーネーションは主に交配及び枝変わりの選抜によって

品種育成されているが,類似する品種が数多くあり,品種
識別が難しい。また,ウ イルスフリー化を目的とした茎頂

培養及び組織培養による増殖が一般化しているものの,増
殖中の突然変異による枝変わりも懸念される。近年,PCR
法の発展に伴い,RFLP法やRAPD法など様々なDNA
鑑定法が確立されている。一方,種々の植物にマイクロサ

テライトと呼ばれるDNAの 1～数塩基の単純繰り返 し
配列が存在していることが知られている。この部位はその

構造から組み替えが起こりやすいことが指摘されており
,

品種や系統間の識別に有効であることがイネ,ダイズ,ア
プラナなどで報告されている。そこで,DNA多型による
品種識別及び培養変異個体の識別を目的として,単純繰り

返し配列に相当するプライマーを用いる ISSR― PCR法に
ついて検討した。

2試 験 方 法

に)供試品種系統
市販の 6品種 (ノ ラ,フ ランセスコ,アニー,ユーコン,
ツンドラ,パーバラ),実生系統30種 ,及び,ノ ラの培養変

異である4系統を用いた。

② 供試材料
鉢植え植物の葉及び培養植物の葉を DNAの抽出材料
とした。培養植物は茎頂培養後,MS培地で2ケ 月ごとに
継代培養し,供試材料とした。

(3)DNA抽出
分析に用いた DNAは 供試材料の葉からDOyle&
Doyle)(1987)の簡易 CTAB法 (図 1)に より抽出し
た。

(4)PCR条件
PCRは CeneAmp961Xl(Perkin Elmer社 )を用い.

10ngの テンプレートDNA,dNTPを各200 μ g,10mM
Tris HCl(pH 83), 2 mM MgC12,50mM KCl,
primer 0 5μ M,Taq DNA P。 lymerase(Promega
社)l unitを ,それぞれ含む20μ lの反応液で行った (表
1)。 PCR条件は95℃ ,5分間の初期変成後,95℃で45秒

生葉01g→ 液体窒素中ですりつぶす
↓

2 × cTAB抽 出液 (l ml)に懸濁
↓65℃ .30分

+ク ロロホルム (500 μ l)
↓

遠心 (12,0∞っm,5分 )
↓

上清 +2‐プロパノール (500 μ l)
↓

遠心 (12,Olllrpm,5分 )

↓

+70%冷エタノール (500 μ l)
↓

沈殿を TE buffer(500 μ l)に溶かす

図 1 生葉からのDNA抽 出工程
(Doyle&Doyle 1987)

表 1 反応液の組成

DNA
dNTP
Ttts― HCl(pH 83)
MgCl,
KCl

10ng

各200 μ g
10mM
2mM
50mM

Primer                  o5μ M
Taq DNA Polymerase         lunit
*各反応液は20 μl

間の変成,48t又は50℃で45秒間のアニール,72℃ で 2分

間の伸長反応を 1サ イクルとし,40サ イクル反応させた後,

72℃で 7分間の最終伸長反応を行った。
F。)DNA多 型解析
PCR産物はTBE buffer(pH 80)で 作成 した75%
ボリアクリルアミドゲルで300V,90分間電気泳動 し,銀
染色後,バ ンドの観察及び撮影を行った。
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表 2 本試験に用いた primerと DNA鑑定結果

prlmer 市 販 実生系 培養変異 評価
6品種 30系統 4系 統

ACACACACACACACACTA

ACACACACACACACACTC

ACACACACACACACACTG

△

△

△

〇

〇

〇

〇

〇

〇

図 2 DNA鑑 定による
品種識別の 1例
M:分子量マーカー
1:ノ ラ
2:ポ ーレッド
3:フ ランセスコ
4:ア ニー
5:ユ ーコン
6:ツ ンドラ
7 :ノ ―ヾノ`ラ

図 3 DNA鑑 定による系統
識別の 1例
M:分子量マーカー
1:培養変異系統ILY
2:ノ ラ
3:培養変異系統DC3
4:培養変異系統Nl
5:培養変異系統N5

3 試験結果及び考察

(1)市販の品種及び実生系統の識別

供試品種系統のうち市販の 6品種及び実生鯛 躍 では,

供試した14種類の primerの うち,AC及びACを 8反復
持つ 8種類で75%ポ リアクリルアミドゲルで分離する増

幅 DNA断片多型が得られ,各品種及び系統間で容易に識
別ができた (表 2)。

●)培養変異系統の識別
ノラとその培養変異系統は市販の品種及び実生系統の識

別で有効であった8種類の primerを用いても,多 くの場

合,すべての系統を識男1す ることはできなかった。しかし,

AGを 8反復持ち,3'末 端にTG又はTTを付加した
primerを用いた場合,すべての系統間で増幅 DNA断片
の多型が認められた。ノラとその培養変異系統の主な形質

К脇

“

脇ACAGACACTC O   O  △
ACACACACAGACК

“

TC O   O   O   ◎

馬ACAGACAGttACAGTT O  O   O  ◎
GTGTGTGTGTGTGTGTA   ―      ―      ―

GTCTGTGTGTGTGTGTC    ―      ―      ―

GTGTGTGTGTGTCTGTT  ―    ―    ―
CTCTCTCTCTCTCTCTA   ―      ―      ―

CTCTCTCTCTCTCTCTG   ―      ―      ―

CTCTCTCTCTCTCTCTT   ―     ―     ―

注 ○は判別可能,△は一部可能,― は判別不可を示す。

表3 供試培養変異系統の各形質の比較

系統 花色 花径 草丈  その他
ノラ  ピンク   中
ILY    赤    中
DC3  ピンク   中
Nl   ピンク   中
N5  ピンク  大

の違いは表 3に示すが,こ れらの系統間では通常の交配育

種よりもDNAの塩基配列の違いが少ないことが示唆さ
れた。

4 ま  と  め

AGを 8反復持ち,3'末端にTG又はTTを付加した
primerを用いた ISSR‐ PCR法により,本試験の条件で ,
カーネーションの品種及び培養変異系統の識別が可能であ

ることが示された。
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