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　　　The　aRt，h◎cya恋coxxstit＃t沁燕s　of嶽e難G贈rs　of　P◎磁帰期3ε励θrosα‘Single∵Double’，　P．

hOZi」ar｛lii　aRd嶽醗漁愈難ybr紹s　w漁r憾盤s数P隷r脚，　pal．愈脚rρ孟e，　pa圭e　reご，　redd量s鼓碑．ik　ar｝d

orartge　obtai｝｝ed　by　tke　erossings　and　backcrossings　wewe．　aftalyzed．

　　　Among　the　parent＄　cand　hybrids，　two　white　fiowered　cultivars　of　R　t2tberosa　had　no　antho－

cyanins．　Other　hybrids　and　A　hozvardii　contained　anthocyanins　in　their　petals，　The　main

anthocyanidin　in　the　petals　of　anthocyanin　contain，i，ng　fiowers　was　cyanidin　with　which　s．　ome

hybrids　also　contained　delphinidin．　Reddish　purple　or　pale　purple　flower　hybrids　containecl　del一一

phirtidin　glycoside　wtth　（：yanidin　glycoside，　whereas　only　cyanidin　glycosides　were　contained　in

the　fiowers　of　orange，　pale　red　and　reddish　pink．

　　　On　the　basis　of　the＄e　findings，　several　aspects　／for　fttture　breeding　of　tubero＄e　were

（玉玉scussed．

INTRODUCTION
　　　Tuberose　（PoLictnthces　tzebeTosa）　is　one　of　the　most　important　cut　flowers　in　Taiwan

and　it　occupies　a　prime　position　in　the　floriculture　inclustry　（Shen　et　al．，　1987；　Shen　et　at．，

i991）．　There　are，　howe・tsver，　only　two　white　flowered　cultivars　‘Single’　and　‘II）ouble’

cultivated　in　Taiwan．　Pegianthes　hozvardii　having　reddish－purple　flowers，　native　to

Mextco　（｝｛oward，　1985），　was　introduced　te　Taiwani，xx　1985　and　the　breediRg　for　colored

tuberose　have　bee“　start，ed　（Shex　et　esg．，　1993）．　Af｝，d，　theR　raere　t・haR　5C　hybrid＄　of　co｝一

◎red綴ber◎se　were◎b鰍㎞綴（Shen　et　a乙，1997）．　Th命pigme鷲。◎mp◎siもio嚢s　Of囎petals

of　the　newly　established　hybrid　tuberoses　having　pink，　reddish－purple，　purp｝e，　orange

and　yellow　flowers　which　were　bred　by　the　crosses　and　backcrosses　of　P．　tubeTosa　and　P．

hozvaTdZi　have　been　previeusly　reported　（Huang　et　al．，　1998）．

　　　In　the　present　study，　we　analyzed　the　anthocyamin　constitutions　of　the　peta，ls　of　the

hybrids　and　discussed　t，he　relationship　between　flower　colors　and　anthoeyan．in　con－

stituents．　The　possibilities　of　the　establishrnent　of　the　hybrids　having　blue　flowers　were

also　discussed．

＊　1．aboratory　of　Horticultural　Science，　Division　of　Agricultural　Botany，　Department　of　Plant　．Re．　sourees，

Graduate　School　of　Biorc’＄ource　and　Bioenvironmental　Sciemces，　Kyushu　University
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tMATERIALS　AND　METHeDS

Plant　materials
　　　Petals　of　P．　tzebeTosa　‘Single’，　‘Double’，　P．　hozvaTdz’i　and　their　ni，ne　antho－

cyanin－containing　hybrids　were　collected　in　June　1998　at　the　farm　of　National　Chiayi

University，　Chiayi，　Taiwan，　Repub｝ic　of　China．　The　peta｝　co｝ors　were　iftves’tigated　by

v三s嚢al　ex：畿mi嚢a慧。蓑a簑d　dα鍵三甲州ed◎嚢顎e　basis　of　Roya1｝翼◎r糠。雛綴ral　Soe三eもy　Co1（澱r

Cha魏（R鷺SCC）．　The　pe翻sa搬Ples　were　dried就4◎℃and　sも◎r愈d拠adesiccaもor。

Anthecyanin　constitutiens　of　the　eolored　tuberose
　　　The　dried　petals　were　soaked　in　O．10／o　hydrochloric　acid一・一methanol　at　5“C　for　12h．

The　extracts　were　passed　through　O．45Jttm　Millipore　£il’ter　and　analyzed　b：　high

performance　liquid　chromatography　（HPLC）　（Shimadzu　LC一一6　A　pump，　SPD－6　AV　spec－

trophotoraetric　detector）　using　Cosmosil－5Czs　coluran　（4．6mm　i．d．×250　rura，　Nakarai

Tesque）　set，　at　530Rm．　Elution　（1．0　m｝‘minwwi）　was　perform．ed　using　solve．r｝t　system

cemprising　so｝veRt　A　（4％　／phosphoric　aeidl　and　aeetonitri｝e　（solveRt　B）　ai｝d　a　liRear

gradieRt　starting　with　90t／）　A　decreasiirig　te　88．　C／o　A　at　20　miR．

Isolation　of　the　anthocyanins　and　determination　of　their　aglycones

　　　To　characterize　t，he　seven　anthocyanins　found　the　extraets　were　purifTied　suece＄sively

by　preparative　paper　chromatography　using　a　40×40　crn　ruter　paper　（No．　526，　Toyo）　in

two　solvent　systems　BAW　and　AHW　（Table　1）．　After　each　de．　velopment，　the　pigment

baRd　was　marked　urider　VIS　light，　cut　out，　and　theR　e｝uted　with　5　C／g　acetie　acid－raethane｝．

The　e1誠a艶Obtained　was　CO鍛ce薦r就ed　u王．1．der　red嚢ced　pre＄＄鷺re　aRd嚢sed　for　1（leRti－

ficatioR．

　　　For　the　identi銭cation　of　the　aglyc◎nes　of玉＄dated　anthocyamb’is，　a　sma玉玉porもi（）賞（）f　the

each　purMed　anthocyanln，　was　hydrolyzed　for　60　rnii）　at　100”C　with　2　m｝　of　2　N

hydrochlor．ic　acid．　The　hydrolysates　obtained　were　analyzed　with　some　authent／ic　speci－

mens　by　HPLC，　in　which　chromatograms　were　developed　with　an　LC－6　A　pump　equipped

with　a　4．6　mm　1．D．×250mm　Cosmosil　5Cis　column　aRd　detected　at　530nm．　A　fiow　ra’te　of

1．0戯・m．無㎜蚕was　ma耳孔a溢ed　a蓑d　a　mix雛re　of　aceも。賊rile－4％ph◎sph◎ric　acid（ユ5；85，

v／v）　wa＄　erap｝oyed　as　the　e｝waRt．　Standayd　aRthocyaRidiRs　were　prepared　from　the

fellewtng　＄ources．　Delphirtidin　（peta｝s　e£　Commeging　commzenis），　cyaRidiR　（petals　cf

Rhedode’xedron　kaempfe）rt；），　petuRidin　（petals　of　Petzenia　hybridzsm），　pelargoriidin

（fruits　of脅αgα短α×αna7aαssα），　peonidin（petals　of　Pαθo痂αoffic伽α1乞s）and　malvid血

（petals　o．f　Tiわozech乞nα2〃マフ祝どθα7層目）．

　　　Three　anthocyar血s　of　which　the　aglyco聡s　were　clar雌ed　were　co－chromatographed

Ta嚢）蓋e董．　Soive捻t　sysもeftis　used　for　chr◎m就ography嶽も嬉s　sもudy．

Abbrevま就孟。嚢 C塑幽L＿＿＿＿、 Pr◎　◎rも沁難　V／V Phase慧se（蓬

A．H’W

BAW
BH
HW

Acetic　acid／conc．　HCI／Wat；ci．r

n－Bu’tanol／Acetic　acid／Wate，r

n－Butanol／2N－HCI

cone．　HCIIWater

15：3：82

4：1：5

1：1

3i97

Miscible

　Top
　Top
Miscible
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Retention　time　（min）

F遍．L 麓PLCもrac量R菖ofa嚢糠沿cya捻漁s　i三｝も薮e　pe綴1s　ofr愈（藁（蓋s｝｝一P稜rp沁
tuberog．　e　‘77AO5’．

Table　2． Percentag，g，　e　of　appearanee　of　g．　even　anthocyanins　in　the

petals　of　colored　tuberos　e．

Spe¢ies

and　strain

Anthocyaninz

Al A3 A4 A5 Ae＞ A7
P．　tztberosa

‘Single’

P、オ駕わ8ro3｛懲

‘Douhle’

P。んowα僧di乞

77AO5
82004
82斑窃

84DO3
84DO4
84E14
84GO2
84」08

85AO5

13
13．4

0．0

9S
o．o

o．o

o．0

1．5

2．3

0．o

7．4

26．6

66．3

45．e

53．4

67．3

24．8

9．9

13．4

29．2

20．3

16．O

o．0

9．6

0．o

o．o

o．0

15．9

獅。5

，11．O

3．2

10．7

0．0

2．5

0．o

o．o

o．o

o．o

i．5

0．o

50．7

19．i

8．6

23．7

31．4

8．1

55．4

65．3

58．1

49．6

3．9

11．9

229
98
15．2

24・．6

3．7

2．7

2．5

10．2

13．2

23
2．2

e．g

o．o

o．o

i62
4．8

6．7

0．o

zAl－A7；　coi’respond　to　Fig．　1．
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Tab｝e　3． A呂王ycones　of　sev曾数a飛th◎cyar曲s圭s◎｝at¢（儀罫ro膿

毅簾e茎）eもa圭sof　co至◎罫《き（まt雛be罫◎se．

S璽哩擾

aglycone？’

　　　．Al

　　　越

　　　A3

　　　A4

　　　Aro

　　　A6

　　　A7
sもa】窪（一銭rd

　　　De玉ph類id茎τ1

　　　Cyanidin

　　　Petunidirt

　　　Pelargonidin

　　　P¢o想d拠

　　　簸撫短（鮭蓑

．一R－etention　tirne　（mu．，．．ma．2／）

6．1

9．8

6．1

6．1

10．1

9．8

9．9

6．3

10．0

12．7

17．5

22．4

273

’・　Aj，一A7；　correspond　to　Fig．　1．

Ta魏e　4．　Rf　va三lles◎f　three　raaj◎r　a識撫Ocy蝕重飛s　is◎1襯d　fyom漁e　c◎｝◎red

　　　　　　　綴ber◎se．

Sample Edyiigug｝E－GSLX．Q，ve， Color

AHw　z BAW　z BHz Hwx
A3y

A5y

A7y

Cy3Gx
CyT3GsG－w

4
6
董
三
7
ハ
U

ー
ウ
扁
4
ウ
紹
4

9
0
2
◎
0

　
9
臼
3
2
2

3
◎
U
8
◎
V
8

　
　
一
　
　

エ

Purple

Red
Red
Red
Red

zAbbreviations　of　solvent　systems　shown　in　Table　1．

ycorrespond　to　Fig．　1．

xCyaRi（i圭鍛3－9顯（｝o＄ide．

wCya衰圭戯3，δ…〈tl圭91ucoside．

wlth　aUt短就ie　anthOCya滋礁91ycos重deS；Cyan三（ii獲3－91uC◎Side　and　Cya嚢重d撫3，

coside．

5－dig｝u一

RESULTS　AND　DISCUSSION

　　　Maxi，munrt　seven　anthocyanins　were　detected　from　the　eo｝ored　tuberose　．flowers

exarakked組もhe　pres奪嚢も＄雛dy，　whereaS浪。　a魏hocy鍛i難s　i捻wh1もe負◎wered　t鷲ber◎se

‘Single’　azzd　‘Double’　（Fig．　，1　aRd　Table　2）．　The　aglycones　of　the　isolated　seven，　antho－

cyar血s　were　either　delph血din　or　cyar廿d㎞（Table　3）．　An　anthocyanin（A5　in　Fi＄．1）was

identified　ag．　cyanidin　3－glucoside　（Table　4）．　Reddish　purple　or　pale　purple　flowers

contained　delphinidin　glycoside　along　with　cyanidin　glycosid．e，　whereas　only　（／）yanidM

g｝ycosides　were　coRtained　iR　the　oraRge，　pa，le　red　altd　reddish　piRk　fiowers　Clveable　5）．
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Ta韮｝】【e　5．　P（罵滅edOrsεしRd　p重9照e飛もd韮sもr重b雛揺（）箕of　t慧berose　species　aR（蓬the’i　hybrids．

Species

and　strain

Petal　color　by　visual

exannnation

R．　1｛．　S．　Colour　Chart　Ne． tfo　of

Inside　of　petal　Outside　of　petal Delph，midin　Cyanidin

glycog．　ides　glycosides

P．　tecberosa

Sir醤le’

P．　tuberosa

“Double’

P．　howardii

77AO5
82004
82R16
84DO3
84DO4

84療4
84Ge2
84jg8

85Ag5

White

Whi驚

Reddish　purple
Reddi．　＄h　purp｝e

Orang．　e

Pale　purple
正）ale　r（三きd

Re（：嫡sh鋤k

Pale　red

Reed三s難P縫躯e

．beep　reddisk　purple

Pal．纏）ミ即韮e

155D

155D

64A
78D
23C
63C
66D
52B
621）

64C
59A
80C

155D

lrDor　D

2屡。8

40n
o．o

盆1．．6

0．o

ae
o．o

17．4

19．3

王．玉．◎

75．2

59．9

100．0

78．4

100D
loo．e

憩◎．◎

82．6

8g．7

89．g

Thus，　it　is　clear　thatthe　ce－occurreRce　of　d，elpttixticim　glyccsides　gives　much　b｝£ier　tgne，

as　corRpared　with　the　forms　with　pure　cyanidin　glyeosides．

　　　Most　of　researeh　on　the　genus　Polianthes　have　been　carried　out　on　P．　tzLberosa，

currently　only　found　in　cultivation　（Trueblood，　」，　9．　73）．　The　fiowers　are　oniy　white　and　the

goals　for　tuberose　hybridization　are　to　obtai，n　potential　garden　hybrids，　incorporating

more　colors，　fragrance，　and　ease　of　cu｝ture　（Shen　et　al．，　1987）．　At　present，　only

white－fiovvered　‘．Single’　and　‘Double’　are　widely　cultivated・in　the　worlcl　（Shen　et　cte．，　1987）．

However，　as　deseribed　in　the　previous　paper　（Huang　et　al．，　1998），　we　succeeded　to　obtain

many　hybrids　of　colored　tuberose　by　intra一　or　interspecific　crossings　between　P．　tzLberosa

and　P．　hozvaTdii；　the　｝atter　species　has　both　anthocyaitms　and　carotenoids　in　its　petals．

　　　The　anthocyartixxs　are　the　most　important　and　widespread　group　of　coloring　matters

k｝　plants．　These　inten＄ely　colored　water－so｝’uble　pigments　are　in　vacuoles　aRd　respoR－

sible　for　riearly　pink，　scar｝et，　red，　mauve，　vl．e｝e｛）　aRd　blue　celors　in　t，he　petals　of　higher

幽nts（｝｛arb◎me，1984）．琵has　bee薮糀嚢kxown撫aももhe　Howar　c◎玉◎fs　based◎nもhe

anもhocyaf血s　are　m、（）（戴貸ed　by　vari◎us　facも◎rs．　0簸e　ofもhe　most　imporもaftもf毎。も◎rs　isもhe

hydrexylatleR　of　a．RthocyaRiR．　IR　geReral，　blue　£iowers　have　de｝p｝”t．inl，din　g｝ycosides，

whereas　erimsoR　axxd　raageRta　fiowers　have　cyaxtidta　glycesides　（Harbome，　i　976）．　IR　this

iRvesもigaもion，撫e　hyb罫id‘77A◎5’sh◎we（i撫¢h叢ghest　de董ph雛d訟perc磁もage（Tab玉e　5），

but　its　f1◎wer　color　is艶（idish　purp玉e．　Accordi．1轡y，　the　hybrid　c◎nta無．in暮短gh　delphinidin

glycosides　without　cyanidtn　glycosides　shou｝d　be　bred　to　obtain　b｝ue　tuberose．

　　　Co－pigmentatio／n　i．s　known　as　anethe．r　important　factor　for　blue　color　or　blueing　effect

in　flowers　（Asen　et　nt．，　1971；　De　Loose，　1978）．　ln　prelirninary　experiments，　quercetin　was

detected　from　the　wh，ite　fiovv’ered　tubero＄es　and　it・　is　known　as　the　eo－pigment　of

anthocyanin．　Thus，　it　might　intensify　the　blue　shade　to　fill　simu，1’taneously　the　high

amount　of　the　fiavonol＄　sufficient　to　form　full　eo－pigments．

　　　It　is　known　that　anthocyanins　3，　5－diglycoside　may　afford　bluer　shade　than　the

corresponding　3－monoglycoside　（Hayashi，　19．　91）．　The　accumulation　of　3，　5－diglycosides
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of　anthocyanidin　also　should．　be　considered　in　further　breeding．

　　　　Fr◎烈；hese　f盈（五ngs，　it　wo疑至d　be　quiもe　re畿s◎nableも◎pres鷲meもhat　the　systematic　and

composite　planning　of　future　breeding　might　’realize　much　bluer　shades　of　tuberoses　than

the　hybrids　attakked　uRtil　nowadays．
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