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は じ め に

ランの品種改良(育種)は1800年代の中頃から英国

で開始され,現在までの交配記録はSander's List of

Orchid Hybrids として引き継がれている(狩野･服部,

1965)。 Sander's List には交配種名,両親名,登録者

名,登録年が記録されている。したがって栽培・生産

されるラン科植物は,その品種名が明らかであれば,

改良の元になった野生種までさかのぼることが可能で

ある。他の植物とは異なりラン科植物は,種間,属間

雑種の形成が比較的容易であり,新属,新種が多数作

出されている。 しかし,このリストの存在により,膨

大な数のラン交配種の記録やランの品種改良の歴史を

正確に知ることができる。

過去に作出されたラン交配種のうち名品と言われる

ものの多くは,元になった野生種が通常の2倍体であ

るにもかかわらず,倍数性であることが知られている。

これは,倍数性の高次化に伴い,植物体は大きく頑丈

になり,花形や花の品質もよくなる場合が多いため,

交雑育種の過程で人為的選抜が行われた結果と考えら

れる。

交雑育種では,次世代が得られなければ品種のさら

なる改良が出来ない。したがって,品種改良を行う上

では稔性の有無は非常に重要な性質である。しかし,

倍数性の高次化が原因で雑種が形成されにくい場合が

ある。同質4倍体の場合は,減数分裂時に染色体の対

合が不ぞろいとなり稔性は低下する。 3倍体植物の場

合も,減数分裂における不整合性のため,稔性を持た

ない花粉あるいは卵の割合が多くなる。倍数性に関す
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る知見は品種改良にとって有用なものであり,染色体

の調査によって行われてきた。しかし,正確に染色体

を調査するには時間と専門的技能を必要とする。

近年,細胞中の核DNA含量をフローサイトメー

ターにより簡単に短時間で測定できるようになった。

この方法では,染色体数を直接知ることは出来ないが,

染色体数あるいはDNA含量のわかった基本種と比較

することにより,その倍数性をDNA含量で知ること

が出来る。したがって,フローサイトメーターの利用

により,倍数性などの育種上の有用な情報が得られる

と考えられるが,ラン科植物への適用はまだ限られた

ものである(Jones & Kuehnle, 1998 ; 三位ら, 1997)。

本報告では,Cymbidium,DendrohiumのDNA含量

をフローサイトメーターによって調査し,その利用価

値と有用性などを検討した。

材料と方法

フローサイトメトリー:倍数性の調査はPartec社

のプロイディーアナライザーPA型で行った。植物種

によっては,異なった倍数性細胞が組織中に混在する

現象(ポリソマティー)が知られている。また,

Phalaenopsis等では,根端以外では本来の倍数性は見

られないとする報告もある。そこで,今回供試した各

種ラン科植物において,供試部位の違いによるポリソ

マティーの有無について予備的に調査し,最低の倍数

性の見られる部位を用いて倍数性を調査した。

分析に用いた植物材料は,生産農家などから提供を

受けた。Cymbidiumについては主に芽欠きした芽の

基部の若い葉の組織を用い,Dendrohiumは根端ある

いはリードバルブの展開葉の先端を用いた。

核は,直径90mmのプラスチックデイッシュ上で, 0.2

�程度の植物体試料を200μI の High Resolution

DNA staining kit type P のA液(Partec社)に4μ1
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の2-メルカプトエタノールを添加した核酸単離液中

で、カミソリで細切し単利した。数分間放置後、1ml

のHigh Resolution DNA staining kit type P のB液

(Partec社)によりDAPI染色し、50μmのCell

Triesフィルター(池田理科)により残湾を取り除き

測定溶液とした。内部標準としてDendrohiumの場合

はP、obco戒cα、Cymbidiumの場合はBle、St吐血の

葉を用い、これらの内部標準試料のピーク位置を50と

した(図)。なお、Hordeum vulsare(DNA含量10.

4pg)のピーク位置が172.11のときp. ohconicaは50.

50であり、H. vuleareが57.14のときBle. striataは

48.95であった。この値より p. obconicaのDNA含

量は3.1pg,Ble. stric血のDNA含量は8.9pgと計算

された。

染色体観察:伸長中の根端を用いて,染色体数を調

べた。根端部分を3~5℃に冷やした蒸留水の入った

管ビン内に浸潰し,低温中で24時間の前処理を行った。

固定は,酢酸と99%アルコール(1 : 3V/V)の混合液

(カルノア液)で行い,そのまま4℃で保存した。解

離は,蒸留水で洗浄した根端をカミソリで先端から5

mm程度切り取り,縦に2分割したものに, 4.0%･(w/V)

Cellulase Onozuka RS(ヤクルト),1.0%(w/V)

Pectolyase Y-23(セイシン化学)を含むl.OmM

EDTA(pH 4.0)溶液を試料が浸かる程度加え, 1.5

図 フローサイトメーターを用いて測定したCymhidium,Dendrobiumの内部標準に対する相対DNA含量値の比較。

上段:内部標準をBktilk Sitriataとした時のら凹。(>hump.umの分析結果,下段:内部標準をPrimitra obrnれicaとした時のDe肴。

刀必漉の分析結果。縦軸は検出された核の個数,横軸はDAPI染色による蛍光強度,すなわち核の相対的なDNA量を示す。
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表1

フローサイトメーターによるラン科植物の倍数性調査

Cymhidiwmのフローサイトメーターによる分析結果
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表1 Cymbidiumのフローサイトメーターによる分析結果(前ページからの続き)。

AUE;愛知教育大学自然観察園、Fu. ;福岡農園、To. ;東海市農業センターより試料をを入手。

゛今回染色体を調査したもの。Tanak・and Kamemoto (1991)より引用。

* * *Aoyama (1989)より引用。Showgirl 'Husky Honey'の染色体数は多少変動の可能性がある。

- 42-



フローサイトメーターによるラン科植物の倍数性調査

表2 Deれdrnhiuvn.のフローサイトメーターによる分析結果

Asa.;浅井大桂圃、AUE;愛知教育大学自然観察園より試料を入手。

゛今回染色体を調査したもの。* *Tanaka and Kamemoto (1991)より引用。
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m1マイクロチューブ(IWAKI社)中で,37℃で1時

間酵素処理を行った。酵素処理による組織の解離後,

酵素液をパスツールピペットで吸い取り蒸留水に置換

し,根端を蒸留水ごと吸い上げ,スライドガラス上で

水分を濾紙で取り除いた｡カルノア液を根端に滴下し,

ピンセットで根端を軽く叩きながら細胞がバラバラに

なるように展開し,さらにカルノア液を数滴滴下し風

燥した。

染色は,プレパラートを1.0%(V/V)ギムザ染色液

(MERCK社, 1/15Mリン酸緩衝液に溶解, PH 6.8)

に40分間浸漬した後,軽く水洗し,風乾後キシレンで

封入し光学顕微鏡で観察した。

結果と考察

調べたすべてのラン科植物においてポリソマティー

が確認された。そこで,最低の倍数性の見られる組織,

Cymbidiumの場合は若い葉の基部組織,Dendrobium

の場合は根端あるいは葉を使って分析を行った。

Cymbidiumの分析結果では,染色体を調査した原

種はすべて2倍体であったが,DNA含量に違いが見

られた。Cym. tumilum(syn. floribundum)ではピー

ク位置が60程度と低いのに対して,他のものではピー

ク位置が80-120程度と高DNA含量側にずれ,とくに

Cym.aloifoliumでは157.55と最も高い値を示した(表

1)。

Cym.pumilumの交雑種(Katydid ‘Yasuko Oii',

Oiso ‘Line No Homarむ', Olymilum ‘White Elf,

Pipeta ‘N0. 4',Sweetheart ‘Hakuun', Wakakusa

‘Kinryu'など)においてはDNA含量は両親の中間に

位置し,妥当な結果となっていた(表1)。その他の交

配種においては,ピーク位置は段階的に100前後, 150

前後, 200前後に見られるものが多く,これは倍数性レ

ベルの2倍体,3倍体,4倍体に対応しているものと

考えられた。この他に,ピーク位置が多少ずれるもの

も見られ,これは異数性による可能性が考えられるが,

染色体を観察しないと断定は出来ない。

Dendrobiumの分析結果では(表2),ピーク位置が

70前後に見られた原種は,染色体を調査したものはす

べて2倍体であった。交配種のDNA含量は,ピーク

位置が70-80,100-120,150-170,230-250,300-380

に見られた。これはそれぞれ2倍体,3倍体,4倍体,

6倍体,8倍体に対応するものと推測された。しかし,

6倍体と8倍体については最低のDNA含量レベルが

検出出来ていない可能性もある。これらの倍数性を決

定するためには染色体を観察する必要がある。Den-

drohiumではCymbidiumに比べ,交雑種のピーク位

置のばらつきは大きかった。この理由としては,

Cymhidiumの場合と同様に異数体の存在が考えられ

る。

以上のように,測定部位の選択,測定方法に改善の

余地はあるが,フローサイトメーターによって容易に

倍数性レベルを調べられる。これは,従来は推定に留

まっていた品種の倍数性レベルを知ることの出来る有

効な手段となる。しかし,正しい結果を得るためには

以下に示すような,幾つかの点に注意しなければなら

ない。

測定部位の選択I Cymbidiumの場合は葉の先端で

測定した場合,明瞭なピークが得られなかった。根端

を用いた場合,鉢から株を抜かなければならないため

母株を傷める危険性が存在する。また,染色時間を長

くしないと最低のDNA含量ピークが得にくい傾向に

あっ｀た。しかし,本実験で用いた芽欠きりードの葉の

基部は測定が容易で,この分析に適した部位と考えら

れた。Dendrob油。の場合は,葉の先端,根端いずれ

においても分析可能であった。今回の供試植物では,

以上に述べたような試料が得られれば倍数性の検定は

可能であろう。

核単離時間;検出できるピークの数はA液処理時間

によって異なる場合があった。Ble.stnafoや7?｡昴-

contcaでは処理時間が30秒程度と短くても明瞭な

ピークが得られたが,Cymbidiumでは処理時間を長

くしないとピークは得られなかった。したがって,材

料によってはこの処理時間を検討しなければならな

いゝ。

内部標準になる基準植物の選択;測定装置の不安定

性によるピーク位置のずれを補正するために,内部標

準としてBk. striataないしはP,ahconicaの生葉を

検体に混ぜて測定した。これらの生葉ではポリソマ

ティーが観察されす,低い変動係数(CV; coefficient

of variation)値の鋭いピークが得られた。また,本実

験期間中を通して安定して材料を得られたことから,

内部標準に適していたと考えられる。

基本種の染色体数調査;フローサイトメーターによ

る測定で得られる値はDAPI染色による相対DNA

含量にすぎず,正確な染色体数を確定するものではな

い。したがって,代表的なものについては染色体観察

により染色体数を確定する必要がある。その結果とフ

ローサイトメーターの結果を総合し倍数性レベルが確

定できる。

摘 要

倍数性に関する知見は品種改良にとって有用である

が,染色体調査による方法は,簡便さと迅速性に欠け

るものである｡フローサイトメーターによる方法では,

染色体数あるいはDNA含量のわかった基本種と比較

することにより,その倍数性あるいはDNA含量を短

時間に知ることが出来る｡本実験ではこの方法により,

代表的なラン科植物の倍数性の検定を行った。

DNA含量はDendrobium,Cymbidiumの順で多く

なった。Cymbidiumの分析結果では,染色体を調査し
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た原種はすべて2倍体であった。交配種においては,

2倍体,3倍体,4倍体が確認できた。Dendrohiumの

分析結果では,一部の原種を除いて染色体およびフ

ローサイトメトリーから2倍体であることが確認で

き,交配種は,2倍体,3倍体,4倍体が確認できた。
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