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第 1章 緒 論

細 胞 キ メ ラは, 起源 層 と成熟組織 間 の 由来 関係 を明 らか にす る上

で重 要 な貢献 を果 た した (Tilney-Bassett). しか し, 細 胞 キ メラ

は, 2-4-4が 4倍体 の抽 出源 と して用 い られ る以外 に, 植 物 生理,

生 態 お よび育 種 的研 究 には用 い られ て な い.

気孔 サ イズお よび密度 には, 個 体 内 は も とよ り種 内 に一 定 の変 異

が存 在 す る こ とが知 られ て い る. この よ うな気孔 サ イズお よび密 度

に関 す る変異性 に注 目 し, 植 物改 良 を行 う試み が あ る (Jones,1987)

.気孔 形 質 の改 良 して育 種 を行 うため には, 内層 の遺 伝子型 が 同 一

で, 第 1層 (表皮 )のみ の遺 伝子 型 の異 な るisogeniclineを用 い,

気孔 の生理 的, 生 態的役 割 を明確 にす る こ とが必要 で ある (Jones,

1987). しか し, この ような isogeniclineを作 出す るこ とは極 め

て 困難 であ る.

植物 体 の全 同化 量 に対 して表皮 の 同化 量 が無 視 で き るほ と少 な け

れ ば, 表皮 の倍数性 が異 な る細胞 キ メラ体 (4-2-2, 2-4-4な ど)は,

2倍 体 お よび 4倍体 のisogeniclinesとみ なす こ とが で きる. した

が って, 細 胞 キ メラ体 は, 気孔 の生理 ･生 態的役割 を明 らか にす る

上 で重 要 な研 究手 段 とな る もの と推 察 され る.

本研 究は, ワケギ にお け る細胞 キ メ ラの育種 的利 用 の可能 性 を明

らか にす る 目的 で, 以 下 の事 項 を検 討 した. まず, 第 2章 で は, 細

胞 キ メラ体 を迅速 ･効 率 的 に検 出す るため, 第 1お よび第 2起 源 層

の倍数性 を細 胞 当 た りの仁 の数 で 同定 す る こ とを検 討 した. 第 3章

で は, 細胞 キ メラ体 の invivoお よびinvitro増 殖 時 のキ メ ラ性 の

変 化 を調査 し, 実験植 物 と しての細 胞 キ メラ体 の利 用 の可能 性 を検
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討 した. 第 4章で細胞キメラ体の表皮形態を調査 し, 倍数体 と比較

した. 第 5章では, 高温期および低温期 における細胞キメラ体の生

育特性 を調査 した. 第 6章では, 細胞キメラ体の光合成特性 を調査

した. 第 7章で, 細胞キメラ体の育種的利用の可能性 を総合的 に考

察 した.
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第 2章 細 胞キ メラ性 の検定法

第 1節 緒 言

Adaniyaandtamaki(1991)は, ワケギの細胞 キ メラ (4-2-2お

よび2-4-4)の形 態 お よび生態 を 2倍体 お よび 4倍体 と比較 し, 4-2

-2にお ける収 量の増加 と結 球 の早 ま りを報 告 して いる. この よ うな

4-2-2, 2-4-4細胞 キ メラは, それ ぞれ 2倍体 お よび 4倍体 とは, 第

1層 (Ll)のみの倍数性 が異 な るので, 気孔形 質 に関連 した光合成

研 究, 特 にガ ス交換系 の研 究 にお ける重 要 な実験植物 とな る こ とが

期待 され る. これ らの研 究 で は, 実験 材料 として多数 の倍数体 お よ

び細胞 キ メラ体 が必要 とな る. したが って, 従来 の間接的 な気孔 サ

イズや気孔 密度 によるLlお よび花粉 サ イズ による第 2層 (L2)の倍

数性検定法 に代 わ って, 直接 的で, 迅速 なキ メラ性検定法 を開発 し,

検定効 率 を向上 させ る こ とが必要 とな る.

本章 では, コル ヒチ ン処理 によって作 出 したネギ ( Allium

fistulosumL.)お よび ワケギ (旦二 WakegiAraki)の細胞 キ メラ植

物 を用 い, Llお よびL2の倍 数性 を孔辺細 胞 お よび葉 肉細胞 当た りの

仁 の数 による直接 的なキ メラ性検定法 を報 告す る.

第 2節 材 料 お よび方法

1. 孔辺細胞長 お よび染色体数 によ るLlお よびL3の倍数性検定

1987年 お よび1989年 に, それ ぞれ ワケギ "珠葱 "お よび ネギ "九

条細 "の茎頂部 を以下 の よ うな方法 で コル ヒチ ン処理 した. 1)茎
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頂部 (菓原基 2-3枚 を含む )を摘 出 し, 0.2%コル ヒチ ン, 30g/

1ショ糖, 8g/ 1寒天 を含む MS培地上で 3日間処理 した. 2)処

理後の培養体 を 1か月お きにコル ヒチ ンフ リー培地 で 2-3回継 代

培養 した後, 幼植物体 をガラスハウスに移植 した.

1989年および1990年 に, それぞれ ワケギおよびネギのコル ヒチ ン

処理植物のキ メラ性 を調査 した. Llの倍数性は孔辺細胞長 に基づ い

て検定 し, ワケギでは約40〟mを示す個体 を 2倍性, 約50〟mを示す

ものを4倍性表皮 とした. またネギでは, 約44〟mの孔辺細胞 を有

す るものを 2倍性, 約54〟mの ものを4倍性 とした. L3の倍数性 は,

いずれの種で も根端細胞 の染色体数 で検定 し, 2n=16を 2倍性, 2n=

32を4倍性根 とした. これ らLlおよびL3の倍数性検定 によって, 4-

?-2, 2-?-4および4-?-4を選抜 し, 未処理の 2倍体 (2-2-2)ととも

に実験 に供試 した.

孔辺細胞長の計測は, 3株 の展開第 3葉身の中位部 にお ける合計

90細胞で行 った. 根端の染色体は, 常法 の フォイルゲン染色 によっ

て観察 した.

2.細胞 当た りの仁の数 によるLlおよびL3の倍数性検定

ワケギでは, 2-2-2, 4-?-2, 2-?-4および41?-4にお ける葉鞘 内の

未展開葉身 (未熱葉身 )および完全展開第 3葉身 (成熟葉身 )の表

皮 を実験 に用 いた. ネギでは, 2-2-2, 4-?-2, 2-?-4および4-?-4に

おける成熟葉身 を用いた. 仁の数 によるL3の倍数性検定 には, ワケ

ギの2-2-2および4-?-4の根 を用い, 根端部 か ら0, 1および 6cm部

の約 5mmの根片 を検定 に用 いた.

LlおよびL3の倍数性 は, いずれ も種 々の仁を看す る細胞の頻度 (
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細胞 当たりの仁の頻度 )を求めて推定 した.

3.葉肉細胞 当た りの仁の数 によるL2の倍数性検定

L2の倍数性 は, 通常花粉サ イズによって検定 されて いる (Tilney

-bassett). しか し, ワケギは難開花性の完全不稔種 なので, 花粉

サ イズによるL2の倍数性検定 は困難 である. そのため, まず ネギの

倍数体および細胞 キメラ体 を用 い, 花粉サ イズおよび葉肉細胞 当た

りの仁の数で判定 した倍数性が一致す るか どうかを確 かめ た. 次 い

で ワケギの未熟葉身および成熟葉身 における葉肉細胞 当た りの仁 の

頻度 を求め, L2の倍数性 を推定 した.

これ らの倍数性判定では, 株 当た り1葉身, 3株で 3葉身 を供試

した. 観察細胞数は, 株 当た り約600葉肉細胞, 3株 の合計約2,000

葉肉細胞を観察 した. 細胞 当た りの仁の頻度は, 種 々の教 の仁 を有

す る細胞のo/.で表 した. 系統問の仁の頻度の違 いは, 2試料 x2検

定で検定 した. 花粉サ イズの違 いは, 多試料中央値検定で検定 した.

4. 仁染色法

表皮および葉肉細胞内の仁の染色 は以下の方法で行 った. (1)

酢 酸 1:アルコール 3溶液で固定 した葉身片を60oC, 15分間1N-BCl

で解離 した. (2)解離 した葉片 か ら HClを除 くため, 30分間99.9

%アル コ-ルで脱水 した. (3)蒸留水で洗浄 した葉片をスライ ド

グラス上 に置 き, 表皮 と葉肉組織 に分離 した. (4)両組織は, そ

れぞれカバーグラスを掛 け, 葉肉組織 は押 しつぶ した後, 99.90/.ア

ルコールで 1時間以上脱水 した. (5)カバーグラスを除 いた後,

カバーグラスまたはスライ ドグラス上 に付着 した表皮 または葉肉細
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胞 を風乾 した. (6)スライ ドグ ラス上 に500/oAgN03を滴 下 し, カ

バーグラスを掛 けた後, 40℃, 暗黒条件下で12時間以上処理 した.

根細胞の仁 も, 表皮お よび葉肉細胞の仁 と同様 に して染色 した.

第 3節 結 果

1. ネギの孔辺細胞お よび葉肉細胞 当た りの仁の数 によるLlお よ

びL2の倍数性検定

2-2-2および2-?-4では, 孔辺細胞 当た りの仁の最大数は 2個で,

観察細胞の約80%は 2個の仁 を有 して いた. 4-?-2および4-?-4では,

孔辺細胞当た りの仁の最大数 は4個 で, 観察細胞の約 1, 10, 40お

よび45%は, それぞれ 1, 2, 3お よび 4個の仁 を有 して いた (第

1図 ). これ ら2-2-2お よび2-?-4または4-?-2お よび4-?-4の間の仁

の頻度 には有意差 はなかった. したがって, ネギの孔辺細胞長 によ

る倍数性の分類 と孔辺細胞 当た りの仁の最大数で分類 した倍数性 は

完全 に一致す るので, Llの倍数性 は孔辺細胞 当た りの仁の最大数で

判定で きることがわかった.

2-2-2および4-?-2では, 葉肉細胞 当た りの仁 の最大数は 2個で,

観察細胞の約600/.は仁 2個 を有 して いた. 2-?-4および4-?-4では,

葉肉細胞当た りの仁の最大数 は4個で, 観察細胞の 4, 30, 45およ

び20%は, それぞれ 1, 2, 3お よび 4個 の仁 を有 していた (第 2

図 ). 2-2-2および4-?-2または2-?-4お よび4-?-4の間の仁の頻度 に

は有意差があったが, 細胞 当た りの仁の最大数 か ら, 2-2-2と4-?12

および2-?-4と4-?-4のL2の倍数性 は, それぞれ 2倍性および 4倍性

として推定 され た.
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これ らの植物のL2の倍数性 を花粉サ イズで検定 し, 葉肉細胞 当た

りの仁の最大数で推定 した倍数性 と比較 した. 2-2-2と4-?-2および

2-?-4と4-?-4の問 には, 花粉サ イズに関す る有意差はな く, 2-?-4

および4-?-4の花粉 は, 2-2-2および 4-?-2より有意 に大きかった (

第 1表 ). したが って, 2-2-2と4-?-2お よび2-?-4と4-?-4のし2の倍

数性 は, それぞれ 2倍性 および 4倍性 として同定 され た.

花粉サイズで判定 したL2の倍数性 は, 葉肉細胞 当た りの仁の最大

数で推定 した倍数性 と完全 に一致 した. したがって, ネギのL2の倍

数性は, 葉肉細胞 当た りの仁の最大数 によって検定 で きるこ とがわ

かった.

2. ワケギの孔辺細胞および根細胞 当た りの仁の頻度 による Llお

よびL3の倍数性検定

2-2-2の未熟お よび成熟葉身で, 観察 した全ての孔辺細胞 は, い

ずれ も 1個の仁 を有 して いた. 4-?-4の未熟お よび成熟葉身では,

孔辺細胞当た りの仁の最大数 は 2個 で, 観察細胞の約80%は 2個 の

仁 を有 していた (第 3図 ). 2-2-2および4-?-4にお ける未熟 および

成熟葉身の問 には, いずれ も仁の頻度 に有意差はなかった. これ ら

の結果は, ワケギのLlの倍数性は, 葉齢 によ らず孔辺細胞 当た りの

仁の最大数で判定できることを示 して いる.

2-2-2の根端部では, 根細胞当た りの仁の最大数 は 2個で, 観察

細胞の約50%は仁 2個 を有 していた. しか し, 根端 か ら1および 6

crn部の根片では, ほ とん ど全ての細胞 は仁 1個 を有 していた. 一方,

4-?-4の根端部では, 細胞 当た りの仁の最大数は 4個で, 観察細胞

の約30, 50, 10および 5%は, それぞれ 1, 2, 3お よび 4個の仁
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第 1表 ネギの2-2-2,4-?-2,2-9-4および

4-?-4植物における花粉サイズ

各起源 観察 花粉サイズ (〟m)

層の倍 花粉数

数性 長径 短径

2-2-2 45 34.1bz 25.4b

4-?-2 45 34.0b 26.0b

2-?-4 45 42.5a 32.7a

4-?-4 45 43.6a 31.3a

Z多試料中央値検定 (P〉0.01)による検定.
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を有 していた. 1, 6cm部の根片 における仁の最大数は 2個で, 細

胞の約40%は 2個の仁 を有 していた (第 4図). 2-2-2および4-?-4

の各根部位の根片 における仁の頻度 には有意差があった.

3. ワケギの葉肉細胞 当た りの仁の数 によるL2の倍数性の検定

2-2-2の未熟および成熟葉身のいずれの場合 も, 葉肉細胞 当た り

の仁の最大数 は 2であったが, 観察細胞のほとん どは仁 1個 (99%)

を有 していた. 4-?-4の未熱および成熟葉身で も, 葉肉細胞 当た り

の仁の最大数は 2個であったが, 仁 2個 を有す る細胞の割合は約70

%であった (第 5図). 2-2-2の未熟および成熟葉身の間 には, 仁

の頻度 に有意差はなかった. しか し, 4-?-4の未熟および成熟葉身

の間の仁の頻度は有意 に異なった. しか しなが ら, 2-2-2および4-?

-4における未熟葉身の問および成熱葉身の問の仁の頻度 には, 高 い

有意差があった. したがって, ワケギのL2の倍数性は, 細胞 当た り

の仁の頻度 (最頻値 )で決定できることがわかる.

第 6図は, 2-2-2, 4-?-2, 2-?-4および4-?-4のL2の倍数性 を葉肉

細胞 当た りの仁の最頻値で検定 した例 を示 した. 観察細胞のほ とん

ど全てが仁 1個を有す る場合, L2の倍数性は 2倍体 として同定 され

る. また,約70%の細胞が仁 2個 を有する場合, L2の倍数性 は4倍

体 として同定 され る. したがって, 4-?-2, 2-?-4および 4-?-4は,

それぞれ4-2-2, 2-4-4および4-4-4として同定 される.

第 4節 考 察

ワケギ (染色体数, 2n=16)は, ネギ とシャロッ ト問の 自然交雑

｣ 曜
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種であることが細胞遺伝学的 に証明されている (Tashiro,1984 ).

ワケギの染色体構成のうち, 通常, 仁染色体は 2本ある. 一本はシ

ャロッ トか ら由来 した長 いJ字型染色体で, 他はネギか ら由来 した

短 いJ字型染色体か ら成 っている. これ らのAllium種では, 仁染色

体上の付随体の有無 に関す る多型が報告 されている (Adaniya,et

a1.,1978;Kato, 1956;Tasbiroeta1., 1982;Tashiro, 1984).

このような付随体の有無 に関 しては, 他の いくつかのAllium種でも

報告されているので (Langerand比oul, 1983;Schuberteta1.,

1983), Allium属では, このような多型は特殊な現象ではな いこと

がわかる.

Kat,o(1954)は, ネギの実生の根端細胞で, 仁染色体上の付随体

付着糸の切断 によって染色体断片が生 じることを報告 している. さ

らにkato(1956)は, 付随体の欠失 に関す るホモ個体 (S-sI)とヘ

テロ個体を (ss~)を検出 し, これ らの個体は体細胞分裂の過程で

出現す ることを推定 している, Tashiro(1984)は, 2n=14V+2JTの

核型 を有す るネギ と2n=14V+2Jtのシャロッ ト問の交雑か らFl雑種 を

育成 し, 2n=14V+Jt+JTおよび 2n=14V+J+JTの核型 を有する個体 を検

出 している. Fl雑種 におけるこれ らの核型の出現は, 付随体の有無

に関す る染色体多型が少な くとも Amphiplasty(Navashin, 1934)

によるものでな く, 単純な付随体欠失によって生 じていることを示

唆 している.

本実験で用 いたワケギ品種 "珠葱"は, j型仁染色体 に大聖の付

随体を有 しているが, J型仁染色体 には付随体が観察 されなかった.

しか しなが ら, 根端細胞では, 仁染色体数 と仁の最大数は一致 し,

細胞当たりの仁の最大数は, 2倍性根で 2個および 4倍性根で 4個
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観察 されるので, J型仁染色体は明 らか に仁形成能力を有 して いる

ことがわかる. しか し, 表皮細胞, 葉肉細胞お よび根上部細胞では,

必ず しも仁染色体数 と仁 の最大数は一致 しなかった: 2倍性 の組織

では, ほ とん ど全ての細胞 は仁 1個 を有 し, 4倍性の組織 では, 約

30%および約70%の細胞 は, それぞれ 1個および 2個 の仁 を有 して

いた. これ らの結果か ら, J型仁染色体 は付随体 を消 失 して いるが,

仁形成部 (付着糸 )は保持 していること, また J型仁染色体の仁形

成能力は j型仁染色体 よ り弱 いことが示唆 され る. 一方, ネギでは,

2倍体および 4倍体の いずれ において も, 表皮および葉肉細胞 当た

りの仁の最大数 (2倍体で仁 2個, 4倍体 で仁 4個 )と仁染色体数

(2倍体で 2本, 4倍体で 4本 )とは一致 した. この ことはネギの

の仁染色体の間の仁形成能力は等 しいことを示 して いる.

仁形成能力の等 しい仁染色体を有す るネギでは, LlおよびL2の倍

数性は, それぞれ表皮お よび葉肉細胞 当た りの仁の最大数 によって

容易 に決定で きる. すなわち, 孔辺細胞長で分析 したネギのLlの倍

数性は, 表皮細胞 当た りの仁の最大数で判定 したLlの倍数性 と一致

した. また, 花粉サイズで分析 したL2の倍数性 は, 葉肉細胞 当た り

の仁の最大数で判定 した倍数性 と一致 した.

2本の仁形成能力を異 にす る仁染色体 を有す るワケギでは, 必ず

しも細胞当た りの仁の最大数で決定す ることはできなかった. すな

わち, 表皮組織では, 細胞 当たりの仁の最大数 は, 2倍性表皮 で 1

個および 4倍性表皮で 2個 なので, L lの倍数性判定 は容 易であっ

た. しか し, 2倍性の葉肉組織では, 1.3-0.1%の葉肉細胞が仁 2

個 を有 し, 4倍性葉肉組織では, 0-0.3% の葉肉細胞が仁 3個 を

有 していた. また 2倍性の根 の上位部組織 では, 0.3-0.1%の細胞
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が仁 2個を有 し, 4倍性の根でも0.3-0.6%の細胞が仁 3個 を有 し

ていた有 していた.

ワケギのこれ らの細胞内には, 1個の大 きな仁 または 2個のほぼ

サイズの等 しい2個の仁以外 に, 小さい仁が存在 した. これ らの小

さい仁は, 恐 らくJ型仁染色体の仁形成部か ら由来 したもの と思わ

れ る. このような仁を含む細胞を無視す ると, 細胞 当たりの仁の最

大数は, 2倍性組織で 1個および 4倍性組織で 2個 となるので, Ll

の倍数性 と同様 に, L2の倍数性 も仁の最大数で正確 に決定できる.

Llにおける倍数性は, 通常気孔サイズや気孔密度で決定 されてい

る. しか し, 気孔サイズや気孔密度でLlの倍数性 を直接決定す るこ

とは困難である. 例えば, Ticba(1982)の総説 にあるように, 気

孔サイズや, 特 に気孔密度は, 光強度や水分状態のような環境要因

および葉位の違 いで変化す る. また, 気孔サイズの頻度分布は, 罪

なる倍数体の問, 特 にコル ヒチン処理初代の異なる倍数体の問で重

なることがある (EeninkandAlvarez, 1975). さ らに, も しい く

つかの連続 した倍数体が存在 しなければ, 気孔サイズによってLlの

倍数性 を決定す ることは困難 となる.

Llの倍数性は, 孔辺細胞 当たりの クロロブラス トの数によっても

決定 される. しか し, 細胞内のクロロブラス トの数は, 細胞サイズ

の変異性 に密接 に関連す るので, 1葉内で も一定の幅で変異す る (

Batterrass,1983; Ellis andLeech,1985;Hermsen and De

Boer,1971;NajcevskaandSpeckmann,1968; PhkeandLeech,

1987;Standringeta1.,1990仁 したが って, 気孔サイズおよび

気孔密度によるLlの倍数性の決定 と同様 に, 孔辺細胞 当た りのクロ

ロブラス トの数 によって直接的にLlの倍数性を決定す ることは困難
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である.

一般 に, L2の倍数性 は花粉サイズで決定 されて いる (Tilney-

Bassett,1986). しか し, 花粉サ イズ も一定の幅で変異す るので,

異なる倍数体問, 特 にコル ヒチン処理初代の異な る倍数体間の花粉

サ イズの頻度分布 は重 なることがある (EeninkandAlvarez, 1975)

.また, 人為同質倍数体では, 通常不規則な減数分裂 による染色体

の不均等配分 によって, 不稔花粉や過剰 な染色体 を有する花粉が増

加す る. そのため花粉サ イズの変異性 は拡大 し, 花粉サイズによる

L2の倍数性検定 は困難 となる. さ らに開花するまで長期間 を必要 と

す る作物や, ワケギの ように難開花性 の作物 もある. これ らの作物

では, 花粉サ イズをL2の倍数性検定の基準 として用 いると実験効率

は低下する.

細胞 当た りの仁の最大数 または仁の最頻値は, 葉位や葉齢 に関係

な くほぼ一定 して いる. したがって, これ らの指標 をLlおよびL2の

倍数性判定基準 と して用 いると, 幼描段階での倍数体 および細胞キ

メラ体の早期選抜 が可能 とな り, 実験効率は著 しく向上す るであろ

う.

Jones(1987)は, 気孔 の生理的役割 を明 らか にす るため には,

気孔形質のみの異なる突然変異や isogeniclineが重要な研究手段

となることを述べている. も し表皮 にお ける炭酸同化量が全植物体

のそれ に比較 して無視で きるほ ど少な ければ, Llの倍数性のみの異

なる41212および2-4-4は, 2倍体および4倍体 に対す る isogenic

lineと見なす ことがで きる. したがって, 気孔の生理的役割の解明

を目的 とした研究では, 4-2-2や2-i-4な どの細胞 キ メラ体 は重要な

植物材料 となるであろう. これ らの研究では, 多数の倍数体 および
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細胞キメラ体が必要 となるので, 迅速で, 正確な細胞キメラ性検定

法が有効であろう.
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第 3章 増殖 とキ メラ性の安定性

第 1節 緒 言

細胞キメラは, 植物組織学 にお ける実験植物 と して重要な価値 を

有 して いる. しか し, 育種的 には細胞キ メラ体が倍数体の分離源 と

して利用されて いるだけで (Tilney-Bassett,1986a), その育種

的価値は明確 にされてな い. そのためか, 細胞キ メラの増殖 につ い

は報告が少ない.

突然変異育種では, 変異組織か らキ メラ性を回避 し, いか に変異

体 を選抜す るかが重要な課題 となって いる (渡辺 ･山口. 1983).

しか し, 観賞用植物では斑入 りや花色, 栗色キメラのように経済的

価値の高 いものが多いので (Tilney-Bassett,1986b), キ メラ性

を維持 し安定的 に増殖す る技術が必要 とな る.

AdaniyaandTamaki(1991)は, ワケギの細胞 キメラ体 において

収量が増加す ることを報告 し, 細胞キ メラ体 における光合成能力の

向上 を示唆 して いる. 細胞 キ メラ体 を材料 とした光合成研究か らは,

興味 ある問題が提起 され るもの と思われ る. しか し, 今 日まで光合

成研究や育種への細胞キメラの利用 につ いては, ほ とん ど研究例が

ない. 細胞キ メラ体が これ らの研究材料 と して成立す るため には,

細胞キ メラ体の増殖過程 にお いて, キ メラ性が変化 しないことが前

提 となる.

本章では, 圃場条件下お よび試験管 内 における細胞 キメラ体 の増

殖 とキメラ性の安定化条件 を検討 し, 生理 ･生態的研究における実

験植物 としての細胞キ メラ利用の可能性 を考察 した.
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第 2節 材料お よび方法

1. 圃場条件下 における増殖 とキ メラ性 の安定性

1)コル ヒチ ン処理 当代 におけるキ メラ性の安定性

1991年 3月15日に, 第 1章の実験方法 に準 じ, 茎頂部 をコル ヒチ

ン処理 した. 1991年 7月26日～8月 7日に育成 した処理植物 の細胞

キメラ性を第 1章 の方法 に準 じて分析 し, 2倍体 お よび 4倍体の外

に, 4-2-2, 2-414, 21412, 4-4-2, 4-8-4の細胞 キメラ体 を検出

した (第 Ⅰ回). これ ら2倍体, 4倍体 および細胞 キ メラ体の 2株

または 3株か ら分 げっ した栄養系のキメラ性 を, 1991年 9月12日～

10月 2日に調査 した (第 ⅠⅠ回). さ らに, それぞれの倍数体および

細胞キ メラ体か ら分げっ した栄養系のキ メラ性 を10月28日～11月25

日に分析 した (第日Ⅰ回 ).

2)3年生株 におけるキ メラ性の安定性

1987年 にコル ヒチン処理 し, 育成 した 4倍体, 4-2-2, 2-4-4植物

に2倍体を加 えた系統 を供試 した. 1990年 7月30日 (第 Ⅰ回 )に,

倍数体 および細胞キメラ体 当た り4株のキ メラ性 を検定後, ビニル

ハウス内で栽培 した. その後, 実験 1)で行ったように, 分げっ し

た栄養系を1990年 11月10日 (第日回 )に, さ らに分げっ した栄養系

のキメラ性 を1991年 4月 7日 (第1ⅠⅠ回 )に検定 して起源層の倍数

性の変化につ いて調査 した.

2. 試験管 内における増殖 とキ メラ性 の安定性

1987年 にコル ヒチン処理 し, 育成 した 3年生の 2倍体, 4倍体,
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4-2-2, 2-4-4植 物 を用 い た. これ らの植 物 体 か ら, 第 1章 の実験 で

示 した方法 に従 って, 2-3枚 の葉 原 基 を有す る茎 頂 部 を摘 出 し,

0, 0.0625, 0.125, 0.25お よび0.5ppmBAを含 むMS培地 で 1か 月

間培養 した. また, BA(6-Benzylaminopurine)の0.5ppm と NAA

(naphthaleneaceticacid)の0.1, 0.5,1.Oppmを組 み合 わせ た

増 地 上 で茎頂部 を増美 し, 増 殖体 の キ メ ラ性 の変 化 を調査 した.

第 3節 結 果

1. 圃場 条件 下 にお け る増 殖 とキ メ ラ性 の安定性

1) コル ヒチ ン処理 当代 にお け るキ メ ラ性 の安 定性

2倍体 お よび 4倍体 で は, いず れ の検 定 時 に も起 源 層 の倍 数性 に

変 化 は認 め られ な か っ た. しか し, 4-2-2は第 日1回 の検定 時 に, 検

定株 数 の約 65%は 2倍 体 に変 化 して いた. 2-4-4のキ メラ性 は, 4-2

-2に比較 す る と安定 的 で, 4-2-2お よび 4倍体 が それ ぞれ 1個 体 (

3.7%)分離 した. 2-4-2か らは 2倍 体 (62.9%), 2-4-4(33.3%)

お よび 4倍 体 (3.7%)が分離 し, 親 株 の キ メラ性 は完全 に消 失 し

た. 4-4-2も第日Ⅰ回の検 定 で は検 出 されず, 多 くは4-2-2(55.6%)

お よび2141 (38.90/.)へ, ま た 1個体 (5.60/.)は 2倍体 へ 変化 し

た. 4-8-4か らは, 多 くの株 が 4倍 体 (83.3%)にな り, 残 りは

2-4-i(16.70/o)へ変 化 して, 親 株 のキ メ ラ性 は消失 した (第 2表 ).

2)3年 生株 にお け るキ メ ラ性 の安 定 性

1978年 に誘発 し, 育 成 した 2倍 体, 4倍 体, 4-2-2お よび 21-4

キ メラ植物 を圃場 条件 下 で増 殖 し, 起 源 層 の倍数 性 の変化 を調査 し
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た. 増殖 した倍 数 体 お よび細 胞 キ メラ体 の 160-284の栄 養 系 には,

ま った くキ メラ性 の変 化 は認 め られず, キ メラ性 は安 定 して いた (

第 3表 ).

2. 試験管 内 にお ける増 殖 とキ メ ラ性 の安定性

2倍体, 4倍 体 お よび細 胞 キ メ ラ体 にお ける外 植 体 当た りの増 殖

株 数 は, BA無 添 加 区で 1株, 0.125ppmBA区で は約 3株 とな り増 殖

率 は低 か っ た. 一 万, 0.25ppTnBA添加 区 で は約 6株, 0.5ppTnBA区

で は約 9株 に増 加 し, 増 殖 率 は高 ま っ た.

2倍体 お よび 4倍体 で は, いず れ のBA濃 度 区で もキ メラ性 の変 化

は認 め られ な か っ た. また, 4-2-2お よび2-4-4で も 0-0.125ppTn

BA渦 度域 で はキ メ ラ性 の変 化 は認 め られ な かっ た. しか し, 0.25

ppmBAお よび 0.5ppmBA区で は, 4-2-2か ら2倍 体 (25.00/o)と4

倍 体 (5.40/.)が分離 し, 2-4-4か ら2倍 体 (2.2%)または 4倍 体

(2.6%)が分離 した (第 4表 ).

0.5ppmBAと 0.1, 0.5お よび1.OppmhTAAを組 み合 わせ た処 理 区 に

お け る増殖 株数 お よび キ メ ラ性 の変 化 を第 11表 に示 した. 増 殖株 数

は, いずれ も NAA濃度 の増 加 に伴 って増 加 し, 0.5ppmBA+1.Oppm

hTAA区で外 植体 当 た り約 16株 に増 殖 した. この よ う に, BA単 独 添加

培地 に比較 す る と, BAお よびNAA添加 培 地 では増 殖 率 は著 し く高 ま

っ た.

2倍体 で は, いず れ の ホ ルモ ン区 で もキ メラ性 の変 化 は認 め られ

な か った. しか し, BA+NAA添加 培 地 の 4倍体 か らは, 4-8-4または

8-8-1が分離 した. 4-2-2植 物 か らは, 増 殖 体 の約 半 数 が 2倍 体 とな

り, そのほか 4倍 体, 41412, 不 完 全 周縁 キ メ ラ, 浪軟体 が 出現 し
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第2表 飯場条件下でナ管和 したコルヒチン処理当代植物

に£けるキ メラ性の安定性
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第 3表 取壊条件下で増殖 した3年主の2倍仔,4倍仔

Z;よひ細胞キメラ植物におけるキメラ性の安定性
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とキメ 月日 株数 株数

ラ植物 2-2-2､̀4-2-2 2-4-4 4-4-4

ノq一

…

亡
U

ユ

∩ヽ
J

T
r
'

9

d
J

C
U

8つ
山

i

l
一

∩
J

n
/
し

っ
｣

一山
一

2

仁U

IJ
Jヽ
)

.∧つ

2

…

6

COl

-
●
-ヽ
一

).1

'⊥

.ヽ●~一

nノ
｣

つ
ー

′山
一

-

rt
…

6

1⊥

3

一山
.

3

1d

l

こJ

l
一
∩′-

1
一
ユ

TJ

Tt
.

J
.

へ

′】

ノ
TL

C′⊥

ハトU

l
▲

へ､J

ノ
JL

一.T･

0

(､J

CD

l
一

▼｣

-.｣

ノ
山

.

.:E

.r
i

ZE
ji

T7.

2

ハhU

l
一
C､)

ノ
ハ

】1一
2

6

r⊥

3

n
U

0

n
U

-.て

2

cU

l･⊥

3

n
U

n
U

n
U

ー
⊥

･
(/-
∧hU

.:

つZJ

n
U

n
U

n
U

コ)I,ヒテン処聖 した4筏をユ990年 7月30巳 (日 に枚JLT L,それ

ぞれから分けつ した吉を目角10巳 (冒)ZSよひ4月7ヨ 日日)

に検定 した.

V冠原層の覧 1厚さ第2層および舞3層に芸ける信貫r=.

-26-



発4表 試験管内における2倍件,4倍年£よび細距キメラ植物 の増殖

とキメラ性の安定性に及ぼすBAの影響
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た. また, 2-4-4植物 か らは, 多 くの 4倍体が出現 し, その ほか 2

倍体, 2-2-4, 2-4-2, 4-8-4が分離 した. さ らに4-2-2または2-4-

4か ら分離 した 2倍体 または 4倍体 の株 数 は, NAA渦度 が高 くな るに

つれて多 くな る傾 向 にあった. 総 じてキ メラ性 の変化 は, BA単独 添

加培地 にお けるよ りも, BA+NAA添加培地 にお いて激 しか っ た (第

5表 ).

第 4節 考 察

圃場条件 下で増殖 した 3年生の 2倍体, 4倍体 お よび細 胞 キ メラ

体 の株 には, いず れ もキ メラ性 の変化 は認 め られ なか った. したが

って, 主茎 の茎頂部 にお け る層状構 造 は, 分げっ株 (増殖株 )の茎

頂部 の層状構造 と同一 で あ り, 圃場 条件下 で増殖 した株が, 脹芽 に

起源す るこ とは明かで あ る. ちなみ に, タマネギ (Husseyand

Falavigna,1980) で は搬芽茎頂 の層状構 造 は, 主茎茎頂 の層状構

造 と類似 して いるこ とが知 られて い る.

圃場 条件下 で増殖 した コル ヒチ ン処理 当代 の 2倍体 お よび 4倍体

の増殖株 には, いずれ も倍数性 に変 化 は認 め られ なか った. しか し,

細胞 キ メラ体, 特 に2-4-2, 4-4-2, 4-8-4にお けるキ メラ性 の変 化

は激 しかった. この こ とは, 処理 当代 の細 胞 キ メラ株 には, 依 然 と

して不完全周縁 キ メラまたは区分 キ メラが存在 して いるこ とを示 唆

して いるもの と思 われ る.

以上 のように, コル ヒチ ン処理後数 代 を経 た4-2-2お よび2-4-4の

細胞 キ メラ体 は, 圃場 条件 下 で安定 的 に増 殖す るこ とが可能 で あ る.

しか し, コル ヒチ ン処理 当代 の細 胞 キ メラ体 のキ メラ性 は変 化 し易
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く, キメラ性が安定化す るまでには数代の経過が必要であることが

わかる. したがって, 細胞キ メラ体育成を目的 とす ると, キメラ性

の安定化までの期間短縮 を検討す ることは重要な課題 となるも6)と

思われる.

試験管内における細胞キメラ増殖の実験で, は, BAの 0-0.125

p印 において増殖率は低かった. しか し, 細胞キメラ体 におけるキ

メラ性の変化はな く, 安定的 に増殖することが可能であった. この

ような低濃度のBA添加培地で増殖 された株 も, 圃場条件下での増殖

株 と同様に, 臓芽 に由来 していることがわかる.

一方, 高濃度 (0.25ppmおよび0.5ppm)のBA処理で増殖率は高 ま

った. また, BA+NAA処理では, さ らに増殖率は向上 した. しか し,

増殖率が高まるにつれ, 細胞キメラ体のキメラ性は激 しく変化 した

また, NAA添加 によって 4倍体の層状構造 も変化 した. このような

キメラ性の変化 については, 高濃度のBA添加または BA+NAA添加 に

よって, 層状構造 における次のような変化が生 じていることが考え

られる. 1)単層起源の不定芽か らの苗条形成 (4-2-2および2-4-4

か ら, それぞれ 4倍体および 2倍体の分離 ), 2)重複, 置換 また

は穿孔 によって変化 した層状構造か らの膝芽 または不定芽の分化 (

4-2-2および2-4-4か ら, それぞれ多数の 2倍体および4倍体の分

離 ), 3)カルス形成 による層状構造の崩壊 とカルスか らの不定芽

形成 (4-2-2か らの不完全周縁キメラ株および混軟体, 4倍体か ら

の4-8-4および8-8-4の分離 ). 高濃度のBA処理 または BA+NAA処理

による増殖率の向上は, 主 にこのような不定芽分化の促進 によって

もた らされたものであると推察される.

組織培養技術は, 栄養繁殖性作物の突然変異育種 における変異体
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選抜や 自然発生の周縁 キ メラ品種か らの変異体選抜 に有効な方法で

あることが知 られている (渡辺 ･山口,1983). 例 えば, 刺̀無 し

blackberry'の周縁キ メラ品種か ら真性 刺̀無 しblackberry'の分

離 (McPheetersandSkirvin,1983), γ線照射 したカーネーシ ョ

ンの茎頂か らの花色変異体 の選抜 (Johson,1980), ナシのG-GIN(

緑一緑一白)およびG-R-G (緑一赤一緑 )型の周縁 キ メラ品種か ら緑系

疏, アル ビノ系統, 赤系統 な どの分離 (Abu-Qaoud, Heta1.,19

90), キクのbronz･e Ìndianapolis'か らピンク と白色品種の分離

(Busheta1.,1976), な ど, 多 くの植物 で報告されて いる (

kasperbauereta1.,1981).

一方, 周縁キ メラ植物 には商品的価値の高いものがあ り, 特 に観

賞用植物 には, 斑入 り植物 な ど多 くの周縁 キメラ品種がある (

Tilney-Bassett,1986). これ らの品種では, 周縁キ メラ性 を崩 さ

ず に安定的 に増殖することが必要 となる. 例えば ,迦旦旦旦 elephant-

血 Regelの黄緑 (yellowleaf margin)品種な どでは, 試験管

内での大量増殖が可能である (Pieriketa1.,1983). しか し,

地 の場合で も, ワケギの細胞キ メラ体 と同様 に, BA濃度 を高 く

す るとカルスを形成 し, キ メラ性 は崩壊 して不定芽 由来の真性緑色

植物が出現す ることが報告 されて いる.

ワケギの細胞キメラ体 は, 試験管 内増殖 によって も安定的 にキ メ

ラ性 を維持す ることが可能である. しか し, 増殖率は低 いので, 外

植体のサイズ (PrLatteta1.,1967)や 地 亘で行われて いるよう

な茎頂部への物理的障害 (茎頂部の垂直切断な ど) (Fujiedaet

a1.,1979;HusseyandFalavigna,1980)な どによって, 増殖率の

向上 を図ることが必要である.
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染色体の倍数化 に伴 う光合成特性の変化 につ いては, 多 くの報告

がある (Bazzazeta1.,1982;Settereta1.,1978;Warmeret

a1.,1987). しか し, これ らは倍数体 その もの光合成特性 を扱 って

いるので, 倍数化 によって生 じた光合成特性の差異が, ガス交換系

(表皮 )の倍数化 による影響か, または炭酸ガス固定系 (葉肉組織)

の倍数化による影響かを判断することは困難である. 一方, Ⅰ型 の

細胞キメラ体 (4-2-2お よび2-4-4な ど)を実験材料 とす ると, これ

らの細胞キ メラ体の光合成特性を, それぞれ 2倍体 および 4倍体 と

比較す ることによって, ガス交換系 と炭酸ガス固定系の相互作用を

別個 に検討す ることが可能 となる. さ らに, 細胞 キメラ体 を用 いる

ことによって, 種 内における気孔サ イズお よび気孔密度の変異幅 を

拡大す ることが可能なので, 植物種 の地理的分布 ･適応および倍数

性種の地理的分布域の相違 に関す る気孔系の役割 を理解す る上で有

利 になるもの と思われ る.

本章では, 4-2-2お よび2-4-4キ メラが圃場条件下お よび試験管 内

(BA0.125ppm以下の濃度条件下 )にお いて安定的 に増殖 で きるこ

とを明かに した. したが って, これ らの細胞キ メラ体 は, 植物解剖

学や組織学的研究だけでな く, 生理 ･生態的研究 にお いて も利用が

可能であ り, 今後, これ らの細胞キ メラ体が生理 ･生態的研究 にお

いて重要な役割 を果 たす もの と期待 され る.
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第 4章 表 皮 形 態

第 1節 緒 言

気孔 サ イズや 気孔密度 な どの気孔 形 質 は, 植物 種 内は も とよ り,

個 体 内で も一定 の幅 で変 異 す るこ とが知 られ て いる. 例 えば, アル

フ ァル ファ ( Cole･Dobrenz, 1970), ブル ー パこ ､ソクグ ラ ス (

Dobrenzら, 1969), ブ ルー ム グ ラ ス (Tan･Durm, 1975), オ オ ム

ギ (Miskin･Rasmusson, 1970), ソル ガム (Liangら, 1975)にお

け る葉 の気孔 サ イズや 気孔 密度 は, 葉位 の異 な る葉 問 は も とよ り,

1嚢 内の異 な る部 位 にお いて も変 異 す る こ とが報 告 されて い る. こ

の ような気孔 形 質 の変 異性 に注 目 して作 物育 種 を行 う試 み は, い く

つ かの植物 で行 わ れて いる. Walton(1974)は, ブ ルーム グ ラ スの

気孔 サ イズ と収 量 の関係 を調 査 し, 気孔 の大 き さ と収 量 に負 の相 関

関係 を認 め て い る. Dernoeden andButler(1978, 1979)お よび

Dobrenz ら (1969)は, ブル ーパ ニ ックグ ラス にお ける気孔 密度 と

耐乾性 または水分利用効 率 の関係 を調 査 し, 気孔 密度 の低 さ と耐乾

性 に正 の相 関 を認 めて いる. その他, 気 孔 密度 と耐 寒性 (Knecht･

Orton, 1970)お よび耐 暑性 (Rutland, 1987) にっ て検討 した報 告

が あ る,

Jones(1986)は, 気孔形 質 を改 良 して作物 育 種 を行 う ため には,

気孔 の生理 ･生態 的役 割 を明 らか にす る こ とが必 要 で ある, と述 べ

て いる. 気孔 の生理 ･生 態 的役割 を明 らか にす るため には, まず 目

的 とす る植 物 種 にお け る気孔 形 質 の変 異 幅 を明確 に し, 変 異幅 を拡

大 す る ことが必 要 であ ろ う.
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通常 染色体 の倍数化 に伴 って, 気孔サ イズは大 き くな り, 気孔

密度 は低下す る. も し4-2-2お よび2-4-4を, それぞれ 2倍体 お よび

4倍体 に含め る と, 2倍体 お よび 4倍体 における気孔サイズ, 気孔

密度 に関す る変異幅 を拡 大す るこ とが可能 とな る. 種 内にお ける気

孔形質の変異帽 の拡大 は, 植物生理お よび植物 の環境適応 に関す る

気孔 の役割 を検討す る上 で重要で ある と考 え られ る.

本章 では, 細胞 キメラ体 を乾物生産 お よび光合成研 究の実験材料

として用 いるにあた り, 2倍体, 4倍体, 4-2-2および2-4-4の細胞

キ メラ体 にお ける気孔 サ イズ, 気孔密度, 気孔面積 な どの気孔形質

を調査 した.

第 2節 材料 お よび方法

材料 は, 1989年 にコル ヒチ ン処理 し, 育成 したワケギ (Allium

wakegiArakicv.Shunegi)の 2倍体, 4倍体 お よび4-2-2, 2-4-4

細胞キ メラ体 を供試 した.

1992年 5月22日に, 2倍体, 4-2-2, 2-4-4お よび 4倍体 の鱗茎 を,

それぞれ約 1.2, 1.1, 1.1お よび1.6gに調整 し, プ ランター (73×

45×25cm)に 1系統 あた り60球 を植 え付 けた. 1992年 7月 1日に植

物体 を堀上 げ, 表皮形態 の調査 を行 った.

表皮形態の測定 には, 完全展開第 1葉身 を供試 し, 孔辺細胞長,

気孔サ イズ (気孔最外部孔 の長 ･短径 ), 気孔密度 (気孔数/mm2) ,

気孔最外部 の気孔面積 お よび孔辺細胞以外 の表皮細胞 サ イズ (細胞

長 ･幅 )お よび表皮細胞密度 (細胞数/mrn2 )を測定 した. 葉身の

面模 は, それぞれ をメスで植物体 の軸 に沿 って切 り開 き, 複写機 で
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複写後, 自動葉面積計 (林電工AAM-8)で測定 した. その後, 切 り

開 いた葉身 は, 酢 酸 ･アル コールの 1:3液 で固定 し, 表 皮形 質 の

測定 まで保存 した.

葉身の表皮形 質 の測 定 は, 次の よ うに して行 った. まず, 葉身 を

先端部 か ら葉身基部 まで11等分 し, 第 1, 3, 5, 7, 9お よび第

11分割部位 の葉身片 を計測 に供試 した.

孔辺細胞長, 気孔サ イズ, 表皮細 胞 サ イズは, 葉身片 の表皮 を顕

微鏡 の10Ⅹ40Ⅹ1.25倍下 で観察 し, 描 画装置 を用 いて測定 した後,

実測値 に換 算 した. 孔辺細 胞長お よび気孔 サ イズの測 定 には, それ

ぞれ 1葉 1部位 あた り20細胞 を用 いた. 表皮細胞 サ イズの測定 には,

30細胞 を供 した. 気孔 密度 お よび表皮細胞 密度 は, それぞれ10視野

(10×10倍 )の平均値 で表 した.

1葉身 当 りの気孔教 は, 葉身の 6部位 の平均気孔 密度 ×6葉 の平

均葉面積で算 出 した. 気孔 当 りの気孔面積 は, 気孔 最外部 の楕 円面

積 (気孔長径 ×気孔短径 ×7r)を求 め, 20細胞 の平均値 で表 した.

葉身 当た りの全気孔面積 は, 葉身 の 6部 位 の平均 気孔 密度 ×気孔 当

りの気孔面積 ×6葉の平均 葉面積 を用 いて算出 した.

実験期間 中の 日平均 最低 気温 (SD), 日平均 気温 (SD)お よび 日

平均最高気温 (SD)は, それ ぞれ20.5(±3.0), 27.8(±2.7)お

よび35.4(±3.6)oCで あった.

第 3節 結 果

第 1棄身 にお ける気孔 長径 は, いず れ の系統 で も棄身先端部 で最

も大 き く, 基部 にかけて小 さかった. 4倍体 お よび4-2-2の気孔 長
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径 は, 2倍体 お よび2-4-4の気孔 長径 に比較す る と, いず れ の葉身

部位 で も高 い値 を示 した (第 7図 ). また, 4倍体 の気孔 長径 は4-

2-2 よ り大 き く, 2-4-4 の気孔長径 は 2倍体 よ り大 きかった. 葉身

の全部位の平均 気孔長径 は, 2倍体, 2-4-4と4倍体, 4-2-2との問

には有意差 が あ り, 4倍体 と4-2-2が高 い値 を示 した (第 11図 ).

気孔短径 は, 気孔長径 と同様 に, 葉身先端部 で大 き く, 基部 で小

さか った (第 8図 ). 4倍体 お よび4-2-2 の平均 気孔短径 は, 2倍

体 お よび2-4-4の平均 気孔短 径 に比較す る と有 意 に大 きか った (第

11図 ).

第 1葉身 の孔辺細胞 長 は, いず れ の系統 も先端部 にお いて短 く,

基部 にか けて僅 か に長 くな る傾 向 にあった (第 9図 ). 4倍体 お よ

び4-2-2の平均孔辺細 胞 長 は, 2倍体 お よび2-4-4 に比較 す る と有

意 に大 きかった. また, 4倍体 と4-2-2間 では, 4倍体の孔辺細胞

長が大 き く, 2倍 体 と2-4-4問 では, 2-4-4の孔辺細 胞 長が大 きか っ

た (第11図 ).

気孔密度 は, いずれ の系統 も葉身 先端 部 ～5位部 で高 く, 11部 で

低 か った (第 10図 ). 系統 間 では, 4倍体 お よび4-2-2よ り2倍体

お よび2-4-4で高 かった (第 11図 ). 2倍体 と2-4-4間で は, 2倍

体 の気孔密度 が高 く, 4倍体 と4-2-2問 では, 4-2-2の気孔 密度 が

高 くな る傾 向 にあ った.

第 1棄身 にお け る単位 葉面積 当た りの全気孔面積 は, いず れ の系

統 も先端部 で大 き く, 基 部 で小 さか った. また, 2倍体お よび2-4-

4よ り4倍体 および412-2の単位葉面積 当 た りの全気孔 面積 は, いず

れの部位で も大 きかった (第 12図 ).

表皮細胞長 は, いず れ の系統 も先端部 で小 さ く, 基部 で大 きか っ
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た (第13図 ). また, 表皮細胞幅 は, 細胞長 と同様 に, 先端部で小

さ く, 基部で大 きかった (第14図 ). しか し, 系統間の表皮細胞幅

には有意差はなかった (第 16図). 表皮細胞密度 は, いずれの系統

においても, 気孔密度 と同様 に, 葉身先端部で高 く, 基部 で低 かっ

た (第 15図 ). これ らの結果 は, 葉身先端部では小 さい細胞が高密

度 にあ り, 基部では大 きな細胞が低密度 に存在す ることを示 して い

る. 表皮細胞長の系統間差異 につ いては, 4倍体お よび4-2-2の細

胞長が 2倍体および2-4-4 よ り大 きかった (第 16図 ). また, 細胞

密度 については, 2倍体 および2-4-4で細胞密度 は高 く, 4倍体お

よび412-2で低かった (第 16図).

葉身長および第 1葉の葉面積は第17図 に示 した. 4倍体 および2-

4-4の葉身は, 2倍体 および4-2-2 よ り有意 に長かった. 葉面積 も

2-4-4および 4倍体で大 き く, 2倍体お よび4-2-2で小さかった.

したがって, 1葉身の葉面積 は表皮の倍数性 にかかわ らず, 内層の

倍数性 に関係 して いることがわかる.

葉身当 りの全気孔数 (単位葉面積 当た りの平均気孔密度 ×全葉面

積 )および葉身 当た りの全細胞数 (単位葉面積 当た りの平均細胞密

度 ×全葉面積 )は第18図 に示 した. 葉身 当 りの全気孔数は, 大 きい

葉面積 と高 い気孔密度 を有す る2-4-4で最 も多 く, 棄面積 も小 さ く

気孔密度 も低 い4-2-2でJ少なかった. しか し, 2倍体は菓面積 は小

さいが, 高 い気孔密度 を有す るため, 1菓身当 りの全気孔数は 4倍

体 に勝 った. さ らに, 1葉身の全表皮細胞数 も, 2-4-4で最 も多 く,

4-2-2で最 も低かった. また, 葉面積 は大 きいが, 気孔密度が低 い

4倍体 にお ける表皮細胞数は, 葉面積が小 さくて気孔密度の高 い2

倍体 と差異が認 め られなかった.
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気孔 当た りの気孔面積, 葉身当 りの全気孔面積 (単位葉面積 当た

りの平均気孔面積 ×全章面積 )お よび葉面積 当た りの全気孔面積 の

割合 を第19図 に示 した. 気孔 当た りの気孔面積 は, 2倍体 お よび2-

4-4 よ りも4-2-2および 4倍体で有意 に大 きか った. 葉身 当 りの全

気孔面積は, 4倍体で最 も大 き く, 2倍体 で最 も小 さかったが, 2

倍体 と4-2-2, 4-2-2 と214-4お よび2-414 と4倍体 の間では有意

差 はなかった. しか し, 葉面積 当た りの全気孔面積 の割合 は, 2倍

体 と2-4-4および4-2-2と4倍体の間で有意差はな く, 4倍性表皮 を

有す る4-2-2および 4倍体が大 きかった.

各系統の第 1葉身 にお ける気孔形質の変異係数 (CV)を第 6表 に

示 した. 気孔密度 の変異係数 は, いず れの系統 で も気孔サ イズお よ

び孔辺細胞長の変異係数 よ り著 しく高 い値 を示 した. また, 4-2-2

お よび2-4-4 をそれぞれ 2倍体お よび 4倍体の変異体 と見な し, 2

倍体 に4-2-2を含 め, 4倍体 に2-4-4を含め る と, それ ぞれの変異係

数 は, 当然 の ご とく2倍体 お よび 4倍体 の変異係数 よ り大 き くなっ

た.

第 4節 考察

葉位 レベ ルお よび 1葉 内の部位 レベ ル における気孔サ イズまたは

孔辺細胞サ イズお よび気孔密度 に関す る変異性 につ いては, Ticha

(1982)の総説 で詳細 に述べ られて いる. 通常, 気孔密度 は葉 の先

端で大 きく, 基部 に向かって低 くな る (Ticha, 1982). しか し,

基部で高い気孔密度 を示 し, 先端部 に向か って低 くな る植物種 もあ

る (Tan･Dunn, 1975;Liangら, 1975). 通常, 葉 内の気孔 サ イズ
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寛 6蓑 2倍体 , 4倍 体 お よび細 胞 キ メ ラ体 の

第 ユ葉 身 にお け る気孔 形 質 の変異 係数 (cL)

倍 数性 気孔 気孔 サ イズ 孔辺細

長 径 短径

2x 24.6 4 .6 6 .8 2 .7

4-2- 2 2 4.3 6 .4 6 .0 2 .0

2-4-4 21.0 6 .4 8 .5 1 .6

4Ⅹ 23.2 6 .8 5 .6 2 ,2

2A'+ 4-2-2 31.4 13 .4 16 .6 1 2 .3

2-4-4+ 4x 28.8 13 .1 18 .2 1 1 .9

ー 5 2 -



または孔辺細胞サ イズの勾配は, 気孔密度の勾配 と逆の関係 にある

(Jones, 1987 ). また, 気孔密度は, 気孔サイズに比較す ると,

葉齢はもとより葉内部位 においても大 きく変異す る. さらに, 気孔

密度や気孔サイズは, 環境要因や内的要因 によっても変異す ること

が知 られている (Ticha, 1982).

ワケギでは, 葉の先端部 に小型の表皮細胞が高密度で分布 し, 塞

部 に向かうにつれて表皮細胞は大 きくな り, 密度は低下 した. また,

孔辺細胞の密度 も先端部で高 く, 基部で低かった. しか しなが ら,

孔辺細胞の大 きさは, 葉の全面でほぼ均-な大 きさであるにもかか

わ らず, 先端部付近の孔辺細胞の気孔は, 基部 よ り有意に大 きかっ

た. したがって, 先端部付近の単位葉面積 当 りの全気孔面積は, 先

端部付近で著 しく高 くな り, 基部で小さ くなった. このようにワケ

ギの 2倍体 における特異的な気孔分布は, 4倍体, 4-2-2および2-4

-4でも同様 に観察 された.

ワケギの特異的気孔分布は, ワケギの葉枯れ現象 (葉の先端部の

枯れ上 り)と関係 している可能性がある. すなわち, 葉の先端部 に

おける単位葉面積 当た りの全気孔面積の拡大は, 葉先端部 における

蒸散速度の上昇 と局部的水分ス トレスの増大を招 き, 最終的 には葉

の先端部で, 早期 に永久萎凋 に達す るもの と推察 され る. 葉枯れは,

夏季のネギや ワケギの葉ネギ栽培 において, 多潅 水で軟弱生長 とな

った り, 根系の貧弱な植物 に多 く発生 し, 著 しく品質を低下 させ る

ため, その対策は急務 となっている. しか し, いまだその原因は解

明されていない (増井, 1981). 棄枯れ現象をワケギの気孔の特異

的分布 と関連 させて検討す ることは必要であよう.

通常, 気孔形質の改良による光合成能力の向上を目的 とした育種

一 5 3 -



的研究では, 気孔サイズよ り気孔密度 を育種 目標 としたほうが有利

であるとされている (Jones, 1987).すなわち, 種内の気孔密度の

変異帽は気孔サイズの変異帽 より大 きいので, 個葉の光合成能力に

関す る変異幅を拡大す るためには, 気孔密度を育種 目標 とするほう

が有利 となるのであろう. 実際, ワケギの 2倍体, 4倍体および細

胞キメラ体 における気孔密度の変異係数は, 気孔サイズの変異係数

よ り著 しく高かった. また, ワケギの種内における気孔密度の変異

係数は気孔サイズの変異係数 より高 いことも報告 されている (安谷

屋, 未 発表 ).

しか しなが ら, 個葉の光合成能力に直接関与する気孔形質は, 気

孔サイズや気孔密度ではな く, 単位葉面積 当た りの気孔面積である.

種内 レベルでは, 気孔密度の変異を利用す るほうが単位葉面積 当た

りの気孔面積の拡大には有利 となるのであろう. しか し, 倍数体 レ

ベルでは, 単位葉面積 当 りの気孔面積は, 小さな気孔 を高密度で有

す る系統 (2倍体 と 2-4-4)より大 きな気孔を低密度で有す る系統

(4倍体 と4-2-2)で大 きかった. すなわち, 単位 当 りの全気孔面

積の増加には, 倍数化 による気孔密度の低下を上回る気孔サイズの

拡大が関与 しているもの と考えられる. 単位葉面積 当た りの気孔面

積が大 きい4倍体および4-2-2では, 気孔伝導度が大 きくな り, あ

る一定の条件下では光合成速度が 2倍体および2-4-4よ り高 くなるこ

と考え られ る. しか し, 高温条件下では, 水分蒸散が盛んになるの

で, 水分ス トレスを受 け易 くなることも推察 される.

表皮のみの倍数性が異なる細胞キメラ体は, 植物の適応 に関す る

気孔の生理的役割 を明 らか にするうえで有効な研究材料であろうと

考え られる. 植物種は, すでに進化の過程でそれぞれの生育環境 に
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適応できる気孔形態を獲得 しているもの と思われ る. したがって,

種内の気孔形質の変異幅は, ほかの形態形質の変異幅 よりも小 さい

ことが予想 され る. 一方, 4-2-2および2-4-4が, それぞれ 2倍体お

よび4倍体 に対す るisogeniclines(表皮のみの遺伝型が異なる)

と見なせるな らば, 2倍体 に4-2-2または 4倍体 に2-4-4を加えるこ

とによって, 気孔形質の変異幅を著 しく拡大で きる. 拡大された変

異幅 を有効 に利用することによって, 2倍体または倍数体 レベルの

育種が有利 に展開できるもの と思われれ る.
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