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序 章

生物は,その誕生から様々な環境に適応 ･分化を続けて,現在ある姿

に進化 してきた｡この過程で,各々の生物は変異と淘汰を繰 り返して多くの種

を残すとともに多様性を築き上げてきた｡すなわち,我々はこの地球上におい

て種々の生物の遺伝資源を保有し,その有用な生物を利用してきたことになる｡

しかしながら,近年の農業技術の普及,工業技術の発達,地域開発等による環

境破壊や異常気象の増加に伴い,生物の遺伝的多様性が急速に失われつつあり,

生物遺伝資源の枯渇が危倶される状況になった｡この様な中で,多様な微生物,

植物および動物等の生物多様性を保全 し,持続的利用を確保することは人類の

生存に不可欠であり,早急に生物遺伝資源の探索,収集および保存を行わなけ

ればならない｡

このような生物遺伝資源の重要性については,世界的にも認識されて

きた｡FÅo (FoodandAgricultureOrganizationoftheUnitedNations;国連食料農

業機関)は,1970年代初期,現在のIPGRI(InternationalPlantGeneticResources

Institute;国際植物遺伝資源研究所)の前身であるIBPGR (IntemationalBoardfor

PlantGeneticResources;国際植物遺伝資源理事会)を設立し,植物遺伝資源の保

全に努めてきた｡一方,日本では,1985年に農林水産省がジーンバンク事業を

開始 し,生物遺伝資源の総合的な収集,保存,利用システムの整備を行ってお

り,現在では約236,000点の植物遺伝資源を保存している (菊池ら 1999,農業

生物資源研究所 2006)｡また,今世紀はライフサイエンスの時代とも言われ,

様々なライフサイエンス領域において研究が推進され,様々な研究材料が必要
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となる｡このことからも,生物遺伝資源 (バイオリソース)の整備が重要な課

題となっている｡

日本列島は,南北に長く位置し,多様な気候,複雑な地形を有するこ

とから,我が国には多様な植物種が存在している｡ 野生植物として種子植物だ

けでも約 3,700種が知られており (大井 1953),その分布は生息地の気温や降

水量に関係している｡特に,九州と台湾の間には 100以上の島があり,北部に

は男女群島,大隅諸島,とから列島,中央部には奄美諸島,沖縄諸島,南部に

は先島諸島 (主な島は石垣島,西表島),東部には大東諸島が存在し,それぞれ

特徴的な生物相と生態系を持っている｡これらの生態系にはその構成植物種と

してイネ科のZoysia(シバ)属やマメ科のL,otus(ミヤコグサ)属が見られるこ

とが多い｡

zoysia属は,ヒゲシバ亜科,ギョウギシバ連に属するC4型の暖地型イネ

科革種であり,西はマダガスカル島から東はハワイ諸島まで,北は北海道南部

から南はニュージーランドまでの太平洋およびイン ド洋の熱帯 ･亜熱帯 ･温

帯の広範囲の地域に自生 し,ZoysiajaponicaSteud.をはじめとするZ.matrella

Merr.,Z.tenulfoliaWilld.,Z.macrostachyaFranch.,Z.sinicaHance.,Z.macrantha

Desv.およびZ.minimaZotov.の代表的な7種が知 られている (庄司 1983,小

林 2002). 日本では,北海道南部から九州地域にシバ (Zjaponica)およ

びオニシバ (Z.macrostachya)が,関東以西から九州にコオニシバ (Z.sinica)

が,さらには,九州以南の沿岸地域にコウシュンシバ (Z.matrella)および

コウライシバ (Z.tenulfolia)が自生 している (大井 1975)｡また,日本に

おけるその利用の歴史は平安時代までさかのぼるとされ,古くから庭園の芝生
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や放牧地など,造園および畜産の分野で広く利用されてきた (北村 1977)｡ 近

年では,芝生をほこりの飛散や地表面の温度上昇を防ぐために利用するだけで

はなく,人間の心理にも好影響を与えると考えられ,公園,校庭,一般家庭に

おける芝生利用の関心が高まっている (宮地 2003)｡さらに,畜産分野では,

低投入 ･持続型の牧草用草種としてのシバの利用が見直されていることから,

野生種の直接導入による放牧型シバ品種の開発も行われ (小林ら 2000),その

利用は多岐にわたっている｡ したがって,我が国におけるシバ属遺伝資源を収

集 ･保存 し,さらに,それらの形態,生育特性および遺伝的多様性を調査する

ことは,シバ属の利用をさらに拡大することになる｡

一方,Lotus属を含むマメ科植物は,約700属20,000種から構成され(Doyle

andLuckow2003),ダイズ,インゲン,エンドク,アズキ,クローバ,アルファ

ルファなどの食用および家畜飼料用として農業上重要な作物を多く含んでおり,

形態,二次代謝産物,種子貯蔵タンパク質等に多様性を示すことから有用資源

が多い｡また根粒菌との相互作用の結果,共生窒素固定能を有する器官である

根粒を形成することなど他の植物にはみられない特徴も有している｡I,otus属は

マメ科,マメ亜科,ミヤコグサ連に属する多年生マメ科草種であり,世界中の

亜熱帯から亜寒帯地域に150種以上が自生しており,飼料,食料,薬の他観賞用

としても利用されている(近藤 1987)｡日本には,ミヤコグサ (Lotusjaponicus

Regal)が北海道から南西諸島まで,シロバナ ミヤコグサ(I,.australisAndr.)

が南西諸島を中心に 自生 し,さらに,飼料用草種 として海外から導入 され

たセイ ヨウミヤコグサ (L.corniculatusL.),ネ ビキミヤコグサ (L.tenuis

Waldst.)およびワタリミヤコグサ (L.uliginosusSchk.)が帰化 してお り(佐
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竹 ら 1982),Zoysia属と同様に我が国には多様なLDtuS属遺伝資源が存在して

いる｡

このような遺伝資源は,将来の農業をはじめとする人間の生産活動,

生命科学さらには地球環境の保全において大変重要であり,それらの有効利用

には,それぞれの遺伝資源を可能な限り収集 ･保存し,その特性等を評価し情

報の整備を行 うことが極めて重要である｡

本研究は,植物遺伝資源の有効利用を目的として,我が国に自生する

zoysia属およびLotus属の遺伝資源を収集 ･保存し,それらの遺伝的多様性につい

て調査したものである.第1に,南西諸島に自生するコウシュンシバ (Z,matrella)

およびコウライシバ (Z.tenulfolia)を中心としたzoysia属における形態的特性

を調査 し,本種の育種素材 となり得 る系統の選抜を行った｡第2に南西諸

島に自生するZoysia属における分子マーカーを用いたクラスター解析を行い,そ

れらの遺伝的多様性と分類を明らかにした｡第3に,日本に自生するミヤコグサ

(L.japonicus)における形態的特性について調査し,各形質および採集地の気

象条件間の相互関係とその形態的類縁関係を明らかにした｡さらに第4に,南西

諸島に自生するシロバナミヤコグサ (L.australis)における形態学的調査と分子

マーカーを用いたクラスター解析を行い,その諸特性について明らかにした｡

最後に,本研究で得られた研究成果の一部についてデータベース化するととも

に,今後の遺伝資源研究における利用と展望について述べた｡
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第 1章 zoysid属における遺伝資源の収集 と遺伝的多様性の評価

南北に長く位置し,様々な気候および環境条件を有する我が国には,そ

れらに適応した多種多様な zoysia属野生種が存在しているO現在,これらの

Zoysia属野生種は,草地畜産研究所 (農林水産省草地試験場 1998),九州東海大

学 (福岡1989,2000),九州農業試験場,ゾイシアンジャパン株式会社 (宮地 ･

矢野 1997)および宮崎大学などの国や大学の諸機関および民間企業において多

数収集されZoysia属遺伝資源として維持 ･保存されている.

本章では,南西諸島に自生するZ.matrellaおよびZ.tenulfoliaを中心と

したzoysia属 37野生種について,第 1節で,形態的特性および被度増加率に

ついて調査 し,これらの結果をもとにしてクラスター解析による分類を試み

るとともに,被度増加率に関連する形態的特性について明らかにした｡さら

に,第 2-節では,分子マーカーを用いた多型解析とクラスター解析を行い,そ

れらの遺伝的多様性について調査し,その分類も行った｡
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第 1飾 南西諸島に自生するコウシュンシバ (zoysiamatrellaMerr.)および

コウライシバ (zoysiatenutfolihWilld.)の形態的特性 と被度増加率

について

1. 緒 言

これまでに, 日本における Zoysia属の遺伝資源の収集および生育特

性に関する調査研究は,農林水産省の ｢野草の牧草化プロジェク ト｣や前述

(序章)の ｢ジーンバンク事業｣等で収集 されたzoysia属遺伝資源を用いて

行われ,穂数 ･種子形態 ･菓形態などの基本的な形態学的特性 (福岡 1989,

2000),飼料特性 (鶴見ら 2000)および耐踏圧性 (藤崎 ･北村 1981;近

藤 1990;浅野ら 2000)が調査 されている｡また,近年では,国内外の研

究者により耐塩性 (Akiyoshietal.1998;Marcumetal.1998;浅野･浪久 1999;

Qianetal.2000;赤嶺 ら 2002)および耐乾燥性 (Huang1999;Whiteetal.

2001;張ら 2004)などの生理学的特性に関する研究報告が多数認められて

いる｡ しかしながら,芝草 としての重要な形質である被度増加およびそれに

関連する形質の評価についての報告例は,シバ (Z.japonica)を用いた研究

は認められるものの,Zoysia属野生種,特にコウシュンシバ (Z.matrella)お

よびコウライシバ (Z.tenulfolia)については認められていない0

本節は,九州南部および南西諸島よりZoysia属遺伝資源の収集を行

い,Z.matrellaおよびZ.tenulfoliaを中心としたzoysia属 37野生種における形

態的特性および被度増加率について調査 し,被度増加率に関連する形態的特
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性について明らかにす るとともに,これ らの結果をもとにしてクラスター解

析による分類を試みたものである｡

2. 材料および方法

1)供試材料

本実験で用いたZoysia属は,後述の収集 したzoysia属遺伝資源のうち,

北は鹿児島県の山川町長崎鼻から南は沖縄県竹富町黒島まで,東は沖縄県北大

東村北大東島から西は沖縄県与那国町与那国島までの南北約7度および東西約8

度の範囲の 19地点から収集 したZ.matrellaおよびZ.tenulfoliaで構成される37

野生種と,｢朝駆 (Z.japonica)｣(中林 ら2000),｢鳥取コウライ (Z.matrella)｣,

｢ビロー ドシバ (Z.tenulfolia)｣およびZ.japonicaとZ.tenulfoliaの交雑品種であ

る ｢Emerald｣(Forbes1962)の4栽培種である｡これ らは,北村 (1970)の葉

幅判定により,Z.matrellaおよびZ.tenulfoliaの2種に分類した(Fig.1,Table1)O

各系統は葡旬茎を採集 し,それぞれ 1本の働旬茎を育苗ポットに移植 して単一

個体由来のクローンとした｡各クローンは育苗 した後,2001年 5月に焼土を充

填 した 1/10,000aワグネルポットに移植 し,宮崎大学農学部内ガラス室において

無施肥,無刈込で管理 した｡なお,採集地における緯度および経度は,収集地

の 情 報 を も と に 国 土 交 通 省 国 土 地 理 院 地 図 閲 覧 サ ー ビ ス

(http://watchizu.gsi.go.jp/)により確認 した｡
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Ecotype Codename

Arasaki ARS(T)
Hanashiro1 HNSl(M)
Hanashiro2 HNS2(M)
Hanashiro3 HNS3(T)
Hedo HED(T)
Iejima IEJ(T)
Maeda MED(M)
Manza1 MNZl(T)
Manza2 MNZ2(T)
Manza3 MNZ3(M)
Manza4 MNZ4(M)
Manza5 MNZ5(M)
Manza6 MNZ6(M)
Manza7 MNZ7(T)
Minatogawa1 MIGl(M)
Minatogawa2 MIG2(M)
Minatogawa3 MIG3(M)
Oujima1 0UJICr)
Oujima2 0UJ2(M)
Zanpa1 ZNPl(M)
Zhnpa2 ZNP2(T)

KumeJlmaI KMEl(T)
KumeJlma2 KME2(M)
KumeJlma3 KME3(M)
KumeJIPa4 KME4(M)

botype Codenam e

Velvet VEL

Miyakqiima
lshigaki
Kuroshima

Yonaguni1
Yonaguni2

Kita-daitojima

MYK(T)
ISG(T)
KRO(T)
YNGl(T)
YNG2(M)

KDT(T)

Hawaii HⅥ

Fig.I.CollectionsitesandspeciesofzoyslagraSS37ecotypesand4cultivarsusedinthisstudy･

M:Z.matrella,T:Z.tenulfolia,J:Z.japomlca.
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Table1.Detailofcollectionsiteof37zoyslagraSSeCOtyPeSandgenotypeof4cultivars.

響

"
"
T
T
T
T
T
T
T
T
"
"
"
T
"
T
T
"
"
"
"
T
"
"
"
T
T
M
T
"
"
"
T
"
M
T

I.ongitude
127040'41"E
127?44'56"E
127044'50"E
127944'54"E
157?49'34"E
128015'52"E
127048'31"E
124004'40"E
126943'04"E
131017'55''E
126945'14"E
126045'10"E
126944'29ME
126043'05"E
124000'27'E
127946'14"E
127050'57'E
127050'51ME
127050'49"E
127050'52''E
127051'01"E
127050'53"E
127051'02"E
127942'30"E
127?42'29"E
127942'29"E
125015'28"E
130035'08"E
130035'15"E
127046'14"E
127046'11"E
130051'54"E
130058'05''E
122057'53"E
122057'48"E
127042'52"E
127042'53"E

Codename u血tude
ARS 26004'33"N
HNS1 26007'10"N
HNS2 26007'06"N
HNS3 26007'10''N
HWI 21018'32"N
HED 26025'21"N
IEJ 26044'14"N
ISG 24027'09"N
KST 28028'26"N
KDT 25056'46"N
KME1 26023'09"N
KME2 26023'06"N
KME3 26022'44"N
KME4 26021'12"N
KRO 24013'15"N
MED 26026'40"N
MNZ1 26030'16"N
MNZ2 26030'13''N
MNZ3 26030'10"N
MNZ4 26030'12"N
MNZ5 26030'16''N
MNZ6 26030'llMN
MNZ7 26030'16"N
MIG1 26016'25"N
MIG2 26016'25"N
MIG3 26016'24"N
MYK 24054'32"N
NSB1 31009'41"N
NSB2 31009'25"N
OUJ1 26007'43"N
OUJ2 26007'43"N
TNE1 30027'48"N
TNE2 30027'47''N
YNG1 24926'26"N
YNG2 24028'08"N
ZNP1 26026'26"N

ZNP2 26026'26"N

EcotyTn
Arasaki
Hanashiro1
Hanashiro2
Hanashiro3
Hawaii
Hedo

Iejima
lshigaki
Kasatosi

Kita-daitojima
Kumqlma1
Kumqlma2
Kumqlma3
Kumqlma4
Kuroshima
Maeda
Manza1
Manza2
Manza3
Manza4
Manza5
Manza6
Manza7

Minatogawa1
Minatogawa2
Minatogawa3
Miyakqjima
Nagasakibana1
Nagasakibana2
0ujima1
Oujima2
Tanegashima1
Tanegashima2
Yonaguni1
Yonagu山2
Zhnpa1
Zhnpa2
Cultivar Codename Genotype(orParentgenotype
Asagake
Tottori-Korai
Emerald
Velvet

As°
TTK
EME
VEL

Z･japom'ca
Z.matrella

Z.jxZ.tenulfolia
Z.tenui

IDiscriminationbyleafwidth,M:Z.matrella,T:Z.tenulfolia
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2)形態的特性の評価

ガラス室内で生育した各系統は,2002年 6月に宮崎大学農学部附属自

然共生フィール ド科学教育研究センター木花フィール ド内に1mXlmの試験区

を設け定植 し,無施肥,無刈込で栽培 した｡潅水は,定植後約 1カ月間は人為

的に施 したが,その後は自然潅水とした｡移植 14カ月後,植物遺伝資源特性調

査マニュアル (農林水産省農業生物資源研究所 1992)にもとづいて,草丈,

葉身長,葉幅,葡旬茎節間長,働旬茎直径および働旬茎長 (最長葡旬茎長)を

それぞれの個体における 5計測点の平均値 として求めた｡調査方法の詳細は

Table2にまとめた｡

3)被度増加率の評価

被度増加率の調査は,フラクタル解析システム Ver3.32 (佐々木ら

1994;佐々木寛幸ホームページhttp://cse.nar°.affrc.go.jp/sasaki/)を用いて行った｡

佐々木 ら (1994)は,シバの系統評価手法として被覆状態を撮影 した写真を用

いてフラクタル解析システムを用いることで,シバの密度と地表被覆能力を評

価でき,利用 目的に応 じたシバ系統評価が可能であることを報告している｡本

研究ではその地表被覆能力評価に着目し 3カ月間の被度増加率について調査し

た｡調査は,移植 3カ月および6カ月後に移植全個体を地上 130cmの高さから

撮影 した｡それぞれの被覆画像はフラクタル解析システムを用いて緑部を抽出

し,画像中の緑部が占める割合を被度 として求め,その差により 3ケ月間の被

度増加率を算出した｡
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Table2･EvahationofthemorphologlCalcharactersofzoyslagraSS･

Morphologicalcharacter Repetition Methods Rankor Remarks
measurementunit

Plantheight

Leaflength

Leafwidth

Runnerintemodelength

Runnerdiameter

Runnerlength

Coverlnggaln

5pointinaplant

5polntinaplant

5pointinaplant

5polntinaplant

5pointinapl弧t

Aplant

Aplant

Measurement cm

Measurement cm

Measurement 孤

Measurement cm

Measurement mm

Measurement cm

Measurement %

Plantheightfromthegroundtothetopofaplant

Lengthofthe3rdexpandingleaffromyoungestleaf

Widthofthe3rdexpandingleaffromyoungestleaf

Lengthofthe5thintemodefromrunnerapex

Diameterofthe5thintemodefromrunnerapex

Lengthoflongestrunnerfromcenteroftheplanttorunnerapex

Covennggainsfrom3monthto6monthafterplanting



4)クラスター解析

クラスター解析は,得られた形態的特性および被度増加率のデータを正

規化した後,多変量解析ソフトウェアSTATISTICAVer.5.1∫(StatSoftJapanlnc.)

を用いて各系統間の相対的距離をユークリッ ド距離 として算出L UPGMA

(unweightedpairgroupmethodwitharithmeticaverages)法により行った｡

3. 結果および考察

1)zoysia属遺伝資源の採集地

zoysia属遺伝資源の収集は,1996年から2005年にかけて,九州南部と

南西諸島を中心として 16島,約 36地点由来の約 200系統のZoysia属遺伝資源

の収集を行った (Fig.2)｡これらの採集地の緯度幅は,北は宮崎県宮崎市青島(北

緯 31948'53日)から南は沖縄県竹富町黒島 (北緯 24014'22日)の約7度であった,

一方,経度幅は,東は沖縄県大東村北大東島 (東経 131017'55日)から沖縄県与

那国町与那国島久部良 (東経 122056'33日)の約 9度であった｡これらの野生種

には前述したシバ (Z.japonica),オニシバ (Z.macrostachya),コオニシバ (Z.

sinica),九州コウシュンシバ (Z.matrella)およびコウライシバ (Z.tenulfolia)

が含まれている｡

2)形態的特性

供試41系統の形態的特性における調査結果をTable3に取 りまとめた｡
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Table3.MorphologiCalcharactersandcovennggalnin37zoyslagraSSeCOtyPeSand4cultivars･

Codename Plant

h(eciAh)t
Wid也
(mm)

Runner
Diameter

J型聖L
O.94

1.23

1.06

0.76

0.97

1.10

1.17･

1.04

0.97

1.15

1.00

1.27

1.20

1.48

1.12

1.13

0.90

1.22

1.17

1.27

1.16

1.36

0.93

1.34

0.96

1.17

0.90

1.15

1.37

0.98

1.41

0.86

Intern(ocdl)length

2

7

3

2

2

4

3

6

2

1

5

6

5

5

4

8

0

3

8

0

0

1

7
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草丈は,TNE2の34cmが最大で,最小はHWIの6cmであり,その平

均は 19.2cmであった｡葉身長は,TNE2の 18.92cmが最大で,最小はHNS3

の1.82cmであり,その平均は4.12cmであった｡葉幅は,TNE2の4.80mmが

最大で,最小はKDTの0.50m であり,その平均は 1.56m であった｡旬旬節

間長は,TNE2の5.96cmが最大で,最小はKDTの0.48cmであり,その平均

は1.93cmであった.葡旬茎直径は,… 4の 1.48mmが最大で,最小はHNS3

の0.76mmであり,その平均は 1.14mmであった｡葡旬茎長 (最長葡旬茎長)

は,TNE2の 120cmが最大で,最小はKDTの 15cmであり,その平均は69.7cm

であった｡

3)被度増加率

Fig.3は,供試 したZ.matrellaおよびZ.tenulfolia野生種 37系統におけ

るフラクタル解析システムを用いた定植後 3ヵ月目および6カ月目の地上被覆

画像 と被度増加率の結果を示したものである｡供試 37系統における被度増加

率は,1.1-27.9%の範囲でありその平均値は 10.6%であった｡最大被度増加率を

示した系統はHNSl(27.9%)であり,次いで,KME3(25.8%),OUJ2(23.6%)

であった｡一方,最小の被度増加率を示した系統はKDT (1.1%)であり,MIG

2(1.6%),KST(2.6%),ARS(2.6%)においても低い値を示した｡また,Z.matrella

における被度増加率の平均値は 15.1%であり,Ztenulfoliaの5.8%と比較して

高い値を示 した｡
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4)形質間の相互関係

供試したzoysia属 2種 37系統における6形質および被度増加率間の相

関係数について,その結果をTable4にまとめた｡各形質間の相関関係は,被度

増加率と菓身長以外のすべての形質間で有意な正の相関が認められ,特に葉身

長と葡旬茎節間長で最も高い正の相関 (r=0.781,P<0.001)が認められた｡被度

増加率においては,菓幅 (r=0.553,P<0.001),草丈 (r=0.559,P<0.001)および

葡旬茎長 (r=0.490,P<0.01)との間で高い相関関係が認められた｡

赤嶺ら (2005)は,南西諸島由来のZ.matrellaおよびZ.tenulfoliaを中

心としたシバ属野生種 35系統を用いて,それらの形態学的特性について調査し

たところ,葉身長と節間長において高い相関関係があることを報告しており,

このことは本研究の結果からも伺われた｡

5)クラスター解析

供試 41系統間における相互の類似性を調査するために,調査 6形質お

よび被度増加率をもとにして各系統間の非類似度を算出した (Table5)｡ 供試系

統における非類似度の平均は3.3であり,最大値はKDTとTNE2との間で得ら

れた10.9であった｡一方,最小値は,HWIと ｢ビロー ドシバ｣との間で得られ

た0.3であった｡これらの各系統間における非類似度をもとに,UPGMA法によ

りクラスター解析を行った結果,供試41系統は大きく3群に分類された(Fig.4)0

クラスターⅠは20系統で構成され,栽培種である ｢鳥取コウライ｣と ｢Emerald｣

を含んでいた｡これらの構成系統は高い被度増加率を示し,その平均は14.65%

であったO-方,クラスターIIは18系統で構成され,Z.tenulfoliaの栽培種 ｢ビ
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Table4.Correlationsbetween6morphologicalcharactersandcovennggalnin37zoyslagraSS

ecotypes･

Morphologicalcharacter 1) 2) 3) 4) 5) 6)

I)Leafwidth

2)Leaflength

3)Plantheight

4)Runnerintemodelength

5)Runnerdiameter

6)Runnerlength

7)Coveringgain

0.717…

0.703… 0.618…

0.617… 0.781… 0.737…

0.461'' 0.414'' 0.365' 0.468''

0.748… 0.578… 0.626… 0.718… 0.396●

0.553''' 0.283ns 0.559''* 0.335' 0.327' 0.490'+
**+JB++ .
,,:slgmificantatthe5,1andO.1%levels,respectively･ns:notsignificant･
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Table5･Dissimilaritymatrixbetween37zoyslagraSSeCOtyPeSand4cultivarsbasedon7morphologlCalcharacters･
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ロー ドシバ｣を含んでいた｡これらの構成系統は低い被度増加率を示し,その

平均は4.36%であった.クラスターⅠⅠⅠはTNE2およびZ.japonicaの栽培種であ

る ｢朝駆｣の 2系統で構成され,この 2系統は菓幅をはじめとするほとんどの

形質で高い値を示した｡また,KME4については葉幅が1.55mm と狭いものの,

葉身長 (6.98cm),葡旬茎節間長 (4.06cm),葡旬茎直径 (1.48mm)の値が高

く (Table2)どのクラスターにも分類されなかった｡

各クラスターの構成種について注目したところ,クラスターⅠは,OUJl

およびMYKの2系統を除くすべての系統がZ.matrellaであり,一方,クラスタ

ーIIはMIG2を除くすべての系統がZ.tenulfoliaで構成されていた｡このことは,

菓幅とその他の形質との相関が高かったことによるものと考えられ,本研究の6

形質と被度増加率による分類は,北村 (1970)の葉幅による種判別とほぼ一致

した.クラスターIに分類されたOUJlおよびMYKの2系統のZ.tenulfoliaは,

菓幅は 1mm以下と狭いものの,菓身長,節間長および被度増加率が比較的高い

ためZ.matrella群に分類されたと考えられる｡一方,クラスターⅠⅠに分類された

MIG2は,菓幅が 1mm 以上と広いものの,被度増加率が極端に低いため Z.

tenulfolia群に分類されたことが考えられる｡また,TNE2は菓幅判定によりZ.

matrellaと判別していたものの,本研究の結果では草丈,葉身長,葉幅,葡旬茎

節間長,葡旬茎長の 5形質で最大値を示したこと,クラスター解析により ｢朝

駆｣に近く分類されたこと,さらに葉幅が4rrm 以上であったことからZ.japonica

に分類することが適当であるものと判断したO形態的特性および被度増加率を-

もとにしたシバ属のクラスター解析では,その分類群と採集地との関係は認め

られず,また,Z.tenulfoliaとZ.matrellaの中間的な系統も認められたことから,
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これらの詳細な分類および類縁関係を把握するにはDNAマーカーを用いて調査

を行うことが重要であるものと考えられた｡

本研究では,フラクタル解析システムにおける地表被覆能力評価に着目

し3カ月間の被度増加率について調査したところ,Z.matrellaとZ.tenulfoliaの2

種間で変異が認められ,前者において被度増加が高い傾向を示した｡このこと

は,被度増加率が草高,葉幅および葡旬茎長 との間で高い正の相関関係が認め

られたこと,さらに葉幅が全ての形質間において高い正の相関関係が認められ

たことによるOまた,供試 37野生種においてZ.matTlellaに分類 した HNSlの

被度増加率は,Z.matrellaの栽培種 ｢鳥取コウライ｣の6倍の値を示し,さら

に,Z.tenulfoliaに分類したOUJlは,Z.tenulfoliaの栽培種 ｢ビロー ドシバ｣の

約 12倍の被度増加率を示したことから,この 2系統は Z.matrellaおよび Z.

tenulfoliaの育種における大変興味深い材料であると考えられる.

以上のことから,各形質間の相関は,葉身長と葡旬茎節間長で最も高い

値を示し,葡旬茎節間長が長い系統ほど菓身長も長い傾向が認められた｡特に,

被度増加率には草丈,葉幅および葡旬茎節間長が深く関係することが判明した｡

また,形質をもとにしたクラスター解析の結果,供試41野生 ･栽培種は大きく

3群に分類でき,北村 (1970)の葉幅による種判別とほぼ一致した｡さらに,

フラクタル解析システムを用いることで,高被度増加率を示す系統を容易に選

抜することが可能であった｡これ らの結果は,シバ属遺伝資源の育種的利用に

関して有意義な情報を得たものと確信できる｡
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4. 摘 要

南西諸島に自生するZ.matrellaとZ.tenulfoliaを中心としたシバ属野生種

および栽培種を含む41系統における,形態的特性および被度増加率について

調査 し,これらの関係を明らかにするとともに,クラスター解析による分類

を試みた｡形態的特性および被度増加率をもとにしたクラスター解析の結果,

供試 41野生 ･栽培種は大きく3群に分類でき,クラスターⅠ.はOujimalおよび

Miyakojimaの2系統を除くすべての系統がZ.matrellaであり,クラスターIIは

Minatogawa2を除くすべての系統がZ.tenulfoliaで構成されていた.このことは,

葉幅とその他の形質との高い相関に関係するものと考えられた｡さらに,被度

増加率は,菓幅,草高および葡旬茎長に深く関係することが認められ,またフ

ラクタル解析システムを用いることで,シバ系統間の被度増加能力を容易に評

価でき,高被度増加率を示す系統を選抜することが可能であった｡
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第 2節 分子マーカーによる南西諸島に自生す るコウシュンシバ (zoysib

matlTellaMerr.)およびコウライシバ (zoysiatetmtfolihWilld.)にお

ける辻伝的多様性の評価について

1. 緒 言

本章の第 1節において,南西諸島に自生する Z.matTlellaおよび Z.

tenulfoliaにおける形態的特性について調査しクラスター解析を行ったところ,

供試 41系統は大きく3群に分かれ,その分類は従来の菓幅による判別法 (北村

1970)とほぼ一致し,形態的特性による類縁関係が明らかとなった｡しかしな

がら,形態的特性は環境条件によって大きく変化するため,遺伝資源の分子育

種学的な有効利用のためには,形態的特徴のみでなく,分子マーカーを用いた

遺伝的類縁関係を調査することが重要である｡

これまでに,シバ属における分子マーカーを用いた研究は,RFLP

(restrictionfragmentlengthpolymorphism)マーカー (Yaneshitaetal.1997,1999)

を用いた遺伝解析,AFLP (amplificationfragmentlengthpolymorphism)マーカー

(蝦名ら1998)およびSSR (simplesequencerepeats)マーカー (Caietal.2005)

を用いた連鎖地図の作成等が報告されている｡一方,Tsunぬ ら (2005)は,独

自に開発したZ.japonica由来 SSRマーカーによる解析が,シバ属の遺伝的多様

性を詳細に評価する上で有効な方法であることを報告している｡SSR とは,単

純反復配列またはマイクロサテライ ト(Microsatellite)とも呼ばれ,2-6塩基を

セットとした繰 り返し配列のことである｡SSR マーカーは,この反復回数の相
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異によって多型を検出するものであり,その開発には多大な時間と労力を要す

るものの,換作性が簡易で,多型検出度および再現性が高く,共優性を示すこ

となど多くの利点を有している｡本マーカーは,このような特徴を有すること

から,ヒトにおける親子判定などにも利用されており,信頼性および利用価値

の高い分子マーカーである｡

本節は,Tstmtaら (2005)が開発した SSRマーカ｣を用いて南西諸島

に自生するシバ属野生種 (Z.matrellaおよびZ.tenuljuia)を含む41系統におけ

る多型解析を行 うことでその遺伝的多様性を評価 し,さらに,クラスター解析

による類縁関係についても調査したものである｡

2. 材料および方法

1)供試材料

供試材料は,本章の第 1節で用いたものと同様で,南西諸島に自生す

る19系統のZ.matrella,18系統のZ.tenulfoliaおよび4種類の栽培種 [朝駆 (中

林ら2000):Z.japonica,鳥取コウライ :Z.TTuZtrella,Emerald (Forbes1962):Z.

japonicaXZ.tenulfoliaおよびビロー ドシバ :Z.tenulfolia]の合計41系統である

(Fig.1,Table1)｡

2)ゲノミックDNAの抽出

ゲノミックDNAは,各系統の成業 (約 3g)を液体窒素中で凍結 ･粉
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砕し,CTAB (cethyltrimethylammoniumbromid)法 (MurrayandThompson1980)

を用いて抽出した｡得られたDNAは,分光光度計 (Amershampharmaciabiotec)

により濃度を測定した後,25mg/〃1に調製し以下の実験に用いた｡

3)pcR反応

PCR反応は,1サンプルあたり25ngの鋳型 DNA,●0.5pmoles蛍光標識

フォア- ドプライマー (FAM),0.5pmolesリバースプライマー,10×EXTaqバ

ッファーと各2.5pM dNTPsおよび0.15unitsEXTaqポリメラーゼ (Takara)を

加えた 10FLlの反応液で行ったO用いたプライマーは,Z.japonica品種 ｢朝駆｣

のゲノミックDNA由来の 12種類のSSRプライマーである (Tsurutaetal.2005)

(Table6)｡ 増幅反応は,GeneAmpPCRSystem9600 (PERmNELMERApplied

Biosystems)を用い,Michaelら (1996)の方法に準じて,94oC5分の熱変性後,

940C30秒および560C30秒を10サイクル,さらに,890C30秒および560C30

秒を23サイクル行った｡

4)電気泳動

PCR産物は,超純水で 1/10に希釈し,その 1〝1を9〝1のホルムアミド

ダイ (97%deionizedformamide,0.25%bromophenolblue,0.25%Xylenecyanol,10

mM EDTA)に混和した後,99oCで3分間の熱変性を行い氷上で急冷した｡そ

の後,pcR産物は,DNA シークエンサーDSq-2000L (島津製作所)を用いて,

4%アクリルアミドゲル (42%(W/V)Urea,89mMTris-HCl,89mMBoricacid,

2.5mM EDTA-2Na,10%(Ⅴ/v)ReadysoIDNA/PAGE,0.04% (W/v)Ammonium
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Table6.Characteristicsof2bysiaSSRmarkersusedinthisstudy.

Marker Motif No.of PCRp roduc t

allelea) size(b p) b)

7 155

18 108

9 117

22 181

16 143

10 246

8 130

name

ZjAG115 (AG)"

ZjAGl16 (AG)17

ZjAG120 (GA)9

ZjAG133 (AG)6AA(AG)28

ZjAG134 (AG)9

ZjAG136 (AG)28

ZjAG143 (AG)13AA(AG)4

M3AIO (GA)6CTC(AG)17

M3GO5 (AG)9

M4C1l (AG)13AT(AG)4

M4DO4 (AG)10

M4Ell (AG)20

Z.matrella

Ho Plc Sizerange
(bp)

0.53 0.47 142-163

0.47 0.94 90-141

0.79 0.81 108-123

1.00 0.91 120-177

0.79 0.88 160-172

0.74 0.81 220-255

0.84 0.74 124-149

0.80 0.84 152-202

0.74 0.72 135-142

0.83 0.83 110-140

0.68 0.69 157-162

0.72 0.83 144-176

Z.tenui
Ho Plc Sizerange

(bp )

0.24 0.35 146-163

0.71 0.88 90-151

0.47 0.69 108-137

0.94 0.93 120-181

0.75 0.78 150-172

0.69 0.64 220-230

0.41 0.77 124-149

0.50 0.68 152-202

0.71 0.66 135-142

0.71 0.74 102-132

0.06 0.58 157-161

0.67 0.90 148-196

37ecot

Ho Plc Sizerange
(bp )

0.39 0.43 142-163

0.58 0.89 90-151

0,64 0.78 108-137

0.94 0.93 120-181

0.75 0.88 150-172

0.69 0.76 220-255

0.64 0.79 124-149

0.56 0.79 152-202

0.72 0.70 135-142

0.75 0.84 102-140

0.39 0.65 157-162

0.64 0.90 144-196
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20
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7

1

00

つJ
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1

1

2

1

′0

7

1

1

Average 12･9 0･74 0･79 0.57 0.72 0.64 0.78

a)Numberofallelesin37zoyslagraSSeCOtyPeSand4cultivarS･b)ExpectedPCRproductsizein"AsagakeMgenome･Ho:observedheterozygoslty'PIC:

polymorphicinformationcontent.



Peroxodisulfate,0.4%(V/V)N'-Tetramethy卜ethylenediamine)により1200V･30W

で 1または2時間の泳動を行 うことで分画した｡

5)多型解析

電気泳動により分画されたアレル (増幅バンド)は,その有無を確認

し,アレルがある場合を1,ない場合をOとスコアすることで 11-0データマ トリ

クスを作製し多型解析に用いた｡

-テロ接合度の観測値 (Ho)は,各 ssR座について全個体における-

テロ型の遺伝子型を示す個体の割合として算出し,また,多型情報含有値 (plc:

polymorphiciI血rmationcontents)はNei(1978)の方法に準じて以下の式により

求めた.なお,p,･は,各 ssR座の全アレル数におけるi番目のアレルの頻度であ

り,kは各 ssR座における異なるアレルの数を示すo

k

PIC=I-∑p.･2
t'=I

6)クラスター解析

クラスター解析は,得られた 1-やデータをもとに多変量解析ソフ トウェ

アSTATISTICAVer.5.1J(StatSoftJapanInc.)を用いて,各系統間における非類

似度をユークリッド距離として算出し,UPGMA (unweightedpairgroupmethod

witharithmeticaverage)法により行った｡

30



3. 結果および考察

1)多型解析

Z.japonica由来の12種類のSSRマーカーによる多型解析を行った結果,

用いたマーカーは全供試系統において,1本または2本の明瞭なアレルを検出す

ることが認められた｡Fig.5は,供試41系統におけるSSRマーカー (M3GO5)

の多型を示したものである｡本マーカーにより得られたアレル数は7本であり,

そのサイズは 135bpから142bpの範囲であった｡また,｢朝駆｣において,Tsuruta

ら (2005)の報告と同様に137bpの位置にアレルが認められ,本マーカーの再

現性が高いことが示された｡

Table.6は,本実験で用いたSSRマーカーとその特性についてまとめた

ものである｡用いた 12種類のSSRマーカーにより得られた全アレル数は 155本

であり,その平均は12.9本であった｡アレルが最も多く認められたマーカーは,

ZjAG133(22本)であり,次いでM4Ell(20本)であった｡一方,アレル数が

最も少ないマーカーは M4DO4(6本)であり,次いで ZjAGl15および M3GO5

(各 7本)であった｡検出されたアレルのサイズ幅は,Z.tenulfoliaにおける

ZjAGl16および勾AG133(各61bp)が最大で,次いでZ.matrellaにおけるZjAG133

(57bp)であった.一方,最小のサイズ幅を示したSSRマーカーは,Z.tenulfolia

におけるM4DO4 (4bp)であった｡

-テロ接合度 (Ho)は,Zmatrellaが0.53-1.00(平均 0.74)で,Z.tenulfolia

が 0.06-10.94 (平均 0.57)であり,Z matrellaの Hoは Z.tenuljuiaよりも有意
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一 100bp

{ 137bp

1 150bp

Fig.5.AmplifiedfragmentsofZjM3GO5SSRfromzoyslagraSS37ecotypesand4cultivars.

hnesM:50bpladdermarker,1:KME2,2:KME3,3:KME4,4:ZNPl,5:MED,6:HNSl,7:

HNS2,8:OUJ2,9:MNZ3,10:MNZ4,ll:MNZ5,12:MNZ6,13:MIGl,14:MIG2,15:MIG3,

16:TNEl,17:TNE2,18:YNG2,19:NSB2,20:KMEl,21:ZNP2,22:HNS3,23:OUJl,24:

MNZl,25:MNZ2,26:MNZ7,27:KDT,28:YNGl,29:MYK,30:ARS,31:KRO,32:KST,

33:NSBl,34:IEl,35:HED,36:HWI,37:ISG,38:VEL,39:As°,40:EME,41:TTK.
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(p<0.001)に高いものであったO-方,多型情報含有値 (PIC)は,Z.matrella

が0.47-0.94(平均0.79)で,Z.tenuljuiaが0.35-0.93(平均 0.72)であり,Z.matrella

のPICはZ.tenulfoliaよりも有意 (p<0.05)に高いものであった.

福岡 (2000)は,日本,タイ,ネパールおよびオセアニアから収集した

シバ属野生種 7種 688系統の形態的特性を比較したところ,南西諸島由来の Z

matrellaが,Z.tenulfoliaをはじめとする他の種よりも種内変異が大きいことを報

告している.このことは,本研究においてZ.matrellaのHoおよびPICが高かっ

たことと一致する｡さらに,福岡 (2000)は南西諸島由来のZ.matrellaが,他種

との自然交配による雑種の可能性があることも指摘した｡このことは,本研究

におけるZ.matrellaのHoが高かったことに関係するものと考えられるOしかし

ながら,Z.matrellaの雑種性を知るためには,同一地域内に自生する異なる複数

の種 (Z.japonica,Z.macrostachyaおよびZ.sinica)および集団を用いてより詳

細な解析を行 うこが必要であるものと考えられた｡

また,零田ら (2005)は,南西諸島由来Z.japonica19系統を含む27品

種 ･系統について SSR解析を行ったところ,Z.japonicaにおける-テロ接合度

およびPIC値の平均がそれぞれ0.54および0.71であることを報告している｡こ

のことから,主要シバ属 3種の中ではZ.matTlellaが最も高い遺伝的多様性を有し

ていることが示唆された｡

2)クラスター解析

供試 41系統間における相互の類縁関係を調査するために,12種類の

SSRマーカーから得られた 155本のアレルをもとにして各系統間の非類似度を
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算出した｡その結果,非類似度の平均は5.3であり,最大値はMIG3とTNE2

との間で得られた 6.6であった｡一方,最小値は,MNZ 3と ｢鳥取コウライ｣

およびHWIと ｢ビロー ドシバ｣の間で得られた0.0であった (Table7)0

これらの各系統間における非類似度をもとに,UPGMA法によりクラス

ター解析を行った結果,供試41系統は大きく7群に分類することができた (Fig.

6)｡クラスターⅠは久米島由来の4系統で構成され,クラスターⅠⅠは沖縄本島由

来の10系統で構成されていた｡次に,クラスターⅠⅠⅠは,栽培種である ｢鳥取コ

ウライ｣,｢ビロー ドシバ｣,｢Emerald｣と野生種のMNZ3およびHWIの合計5

系統で構成されており,クラスターⅠV は鹿児島,奄美大島,北大東島および沖

縄本島由来の 12系統で構成されていた｡さらに,クラスターVは先島諸島であ

る宮古島,石垣島,与那国島および黒島由来の 5系統で構成されてお り,クラ

スターⅤⅠは種子島由来の 2系統で構成されていた｡クラスターⅤⅠⅠは沖縄本島

由来の 2系統で構成され,他の野生種とは異なるクラスターを形成していた｡

Z.japonicaの栽培品種である ｢朝駆｣は,どのクラスターにも属さなかった｡

クラスターⅠⅠⅠに分類された ｢鳥取コウライ｣とMNZ3および ｢ビロー

ドシバ｣とHWIの2組についてはそれぞれを識別することができなかった｡し

かしながら,鳥取コウライ｣とMNZ3においては,前節の葉身長と被度増加率

において顕著な差異が認められたことから,さらに多くの SSRマーカーを用い

ることで識別可能になるかもしれない｡

各クラスターはZ.matrellaおよびZ.tenulfoliaが混在していた｡しかし

ながら,クラスターⅠ,ⅠⅠ,ⅤⅠ,ⅤⅠⅠはKMEl(クラスターⅠ)およびHNS3 (ク

ラスターII)の2系統を除く全ての系統がZ.matrellaであり,また,クラスター
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ⅠⅤおよびクラスターVは,NSB2(クラスターⅠⅤ)およびYNG2(クラスターⅤ)

の2系統を除く全ての系統がZ.tenulfoliaであった.さらに,各クラスターの構

成系統について注目したところクラスターⅠ,ⅠⅠ,ⅤおよびⅤⅠはそれぞれ久米島,

沖縄本島,先島諸島および種子島の同一の島または地域由来の系統で構成され

ていた｡このことから,本研究の SSRマーカーによる分類は,前節の形態によ

る分類とは異なり,地理的分布を反映するものであった｡このように,Z.japonica

で開発したSSRマーカーは,南西諸島に自生するZ.matrellaおよびZ.tenulfolia

でも十分に利用可能であり,両種の遺伝的多様性および類縁関係の調査に適用

できるものと考えられた｡

以上のことから,ssRマーカーによる南西諸島に自生するZ.matTlellaお

よび Z.tenulfoliaを中心とするシバ属野生種の多型解析を行ったところ,Z.

matrellaはZ.tenulfoliaよりもHoおよびPICの値が有意 (p<0.001およびp<0.05)

に高く,遺伝的多様性に富んでいることが考えられた｡また,SSR マーカーに

よるクラスター解析の結果,Z.matrellaおよびZ.tenulfoliaの南西諸島自生集団

の類縁関係が明らかとなり,SSRマーカーによる分類は形態的分類とは異なり,

地理的分布を反映する傾向が認められた｡
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4. 摘 要

南西諸島に自生するZ.matrellaとZ.tenulfoliaを中心としたシバ属野生

種および栽培種を含む41系統について,SSRマーカーを用いて多型解析を行 う

とともにクラスター解析を行ったO多型解析の結果,Z.matTlellaにおける-テロ

接合度 (Ho)と多型情報含有値 (plc)の平均値はそれぞれ0.74と0.79で, Z.

tenulfoliaのHoとpICの平均値はそれぞれ 0.57と0.72であった｡Z.matrellaは

Z.tenulfoliaよりもHoおよび PICの値が有意 (p<0.001,p<0.05)に高く,遺伝

的多様性に富んでいることが示唆された｡さらに,クラスター解析を行った結

果,久米島 (クラスターⅠ),沖縄本島 (クラスターⅠⅠ),先島諸島 (クラスターⅤ),

種子島 (クラスターⅤⅠ)の系統群に分類 され,SSRマーカーによる分類は葉幅

および形態的特性による分類とは異なり,地理的分布を反映する傾向が認めら

れた｡

39



第 2章 Lotus属における遺伝資源の収集 と遺伝的多様性の評価

Lotus属を含むマメ科植物は,前述 (序章)のように多様な特性を持つ

ことから,農学,遺伝学,生理学,分子生物学,食品化学,医学等広い分野で

利用されてきたものの,一般的にマメ科植物はゲノムサイズが大きく形質転換

が難しいため,分子遺伝学分野においては必ずしも有用な研究材料ではなかっ

た.しかしながら,Lotus属の一種であるセイヨウミヤコグサ (L.corniculatus)

は,培養特性に優れることから,古くから形質転換実験等に用いられてきた｡

特に近年では,その近縁種である日本由来のミヤコグサ (L.japonicus)がマメ

科植物におけるモデル植物として有用であることが報告され (Handbergand

Stougaard1992),分子遺伝学を始めとするさらに広い分野で利用されている｡

ミヤコグサ (L.japonicus)は,2倍体 (2n=12)でゲノムサイズが小さ

く (442-472Mbp),自殖性で世代期間が短く (2-4ケ月),形質転換が比較的容

易である等の理由から,根粒や菌根などの共生に関する研究 (Imaizumi-Anrakuet

al･1997,Nishimuraetal･2002,Solaiman'setal.2000,Szczyglowskietal.1998,

Hayashietal.2000)をはじめ,変異体解析 (Kawaguchi2003,Wbpereisetal.2000),

形質転換実験 (Aokietal.2002,Imaizumietal.2005,Stillereta1.1997,Loharetal.

2001,Lombarietal.2003),ゲノム解析 (SatoandTabata2005)および他の植物

種との比較ゲノム研究 (choietal.2006,Keveietal.2005,Zhuetal.2005)等の

多くの研究に用いられている｡ これらの研究成果の蓄積により,ミヤコグサは

イネ (oり･ZaSativaL.),シロイヌナズナ (ArabidopsisthalianaL.Heynh.)と同様

にモデル植物 (モデルマメ科植物)としての地位を確立している｡
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文部科学省は,2001年度 ｢第2期科学技術基本計画｣(文部科学省 2001)

において生物遺伝資源を含む知的基盤の重要性を指摘するとともに,我が国に

おける遺伝資源の整備が欧米と比較して質および量的に大きく遅れているため,

国が重点的かつ主体的に整備すべきバイオリソースについて,2010年までに世

界最高水準の遺伝資源を整備することを提示した｡このことから,2002より新

世紀重点研究創生プラン (RR2002)の一環として ｢ナショナルバイオリソース

プロジェクト (NBRP)｣(文部科学省 2002)が発足し,ライフサイエンスの研究

に用いるマウスやシロイヌナズナ等の実験動植物 (モデル生物)およびES細胞

などの幹細胞や各種生物の遺伝子材料等を含む23種の生物種を体系的に収集 ･

保存 ･提供等を行 うためのリソースの整備とその体制を構築することになり,

ミヤコグサもその整備の対象種となった.これらのことからも,Lotus属は重要

な遺伝資源であることが考えられる｡

本章では,LDtuS属遺伝資源の有効利用を目的として,その基盤情報を

整備するために,第 1節で,日本に自生するミヤコグサ野生種の収集を行 うと

ともに,それらの形態学的特性の評価を行い,形質と気象条件間の関連性 と形

態的特性をもとにしたクラスター解析による分類を試みた｡さらに,第 2節

では,ミヤコグサ近縁種のシロバナミヤコグサ (L.australis)の形態的特性を調

査するとともに,SSRマーカーによる類縁関係およびDNA含有量を調査し,近

縁種との比較を行った｡
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第 1節 日本に自生するミヤコグサ (LotusjaponicusRegel)の形態的特性

について

1. 緒 育

ミヤコグサ (L.japonicus)は,北海道から九州および南西諸島の一

部に自生してお り,路肩,堤防,草地,海岸線など日当たりの良い場所で目

にすることができる｡このため, 日本には各地域の環境条件に適応 した多種

多様の野生種が存在 しており,これ らは Lotus属の遺伝資源 として重要であ

る｡ これ らのミヤコグサ遺伝資源を有効利用するためには,各地域の野生種

を収集 ･保存するとともに,それ らの形態的特性および生態的特性を調査す

ることが重要である｡

本節は,日本全土よりLotus属遺伝資源を収集 し,南西諸島を除く北

海道から九州までの地域から収集したミヤコグサ 57野生種における形態的特

性について調査することで,形質 と形質間および形質 と採集地の気象条件間

の関連性を明らかにするとともに,これ らの結果をもとにしてクラスター解

析を行い,各系統間の形態的類縁関係を調査したものである｡

2. 材料および方法

1)供試材料

供試材料は,日本に自生するミヤコグサ国内野生種57系統(Fig.7,Table
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Fig･7･CollectionsitesofL･japoniciusecotypesusedinthisstudy.
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8)と2系統のミヤコグサ実験系統 [G血 B-129(StougaardandBeuselink1996),

MiyakojimaMGl20(Kawaguchi2000)]および2系統のセイヨウミヤコグサ (L.

corniculatus)栽培品種 (viking,Empire)を含む合計61系統である｡Table8は,

本実験の形態的特性評価に用いたミヤコグサ野生種の採集地の詳細についてま

とめたものである｡国内野生種の採集地の緯度幅は,北はMG-92の北海道常呂

町 (44009'36日N)から南はMG-61の鹿児島県串良町 (31022'28日N)までの約 13

度であった｡一方,経度幅は,東はMG-92の北海道常呂町 (143056'10日E)から

西はMG-4の鹿児島県加世田市 (130018'49日E)までの経度幅約 13度の範囲であ

った｡また,採集地域別の系統数は,北海道地方が 15系統,東北地方が9系統,

関東 ･甲信越地方が 8系統,東海 ･関西地方が 8系統,中国 ･四国地方が 7系

舵,九州地方が 9系統であり,南西諸島を除いてほぼ日本全土に分布 している

ものであった (Fig.7)｡なお,採集地の緯度経度のデータは採集地の情報をもと

に,国土交通省国土地理院地図閲覧サービス (http://watchizu.gsi.go.jp/)により

確認した｡

2)形態的特性の評価

種子は,発芽を促すためにサンドペーパーで種皮に傷をつけ,2004年 5

月21日に水苔ピー トモス (ジフイーセブン ;サカタのタネ)に播種 し,発芽 ･

育苗を行った｡約 1ケ月目の幼苗は,個体間30cm畦間50cmの一区5個体4

反復の乱塊法で圃場に定植 した｡施肥量は,元肥として 16.7kgN/ha,60.OkgP/ha,

28.OkgKノhaを施肥し,潅水は適宜行った｡

調査項目は,草高,草丈,草型,茎の太さ,茎色,葉身長,菓幅,葉形
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Table8.AccessionsofL.japotu'cusandtheirpassportdatausedinthisstudy.

Accession LocationofSeedCollectin

No. prefecture Cit/Town lJOCation htitude Lon

Date Collector

MG-1 Kochi Tosashimizu

MG-4 Kagoshima Kaseda
MG-5 Kanagawa Ninomlya

MG-14 Kanagawa Yokosuka
MG-16 Kanagawa Miura

MG-17 Shizuoka Mishima
MG-23 Aomori Aomori

MG-29 Iwate Miyamori

MG-34 Hokkaido Toyokoro
MG-35 Hokkaido Noboribetsu
MG-36 Hokkaido Oshamambe
MG-39 Aomori Hiranai
MG-40 Aomori Towada

MG-44 Miyagl Ishinomaki
MG-46 Fukushima Shiokawa

MG-49 Hyougo Kasumi
MG-51 Tbttori H亘iyo
MG-52 Shimane Hikawa
MG-53 Shimane Masuda

MG-56 Miyazaki Nichinan

MG-57 Miyazaki Nichinan
MG-58 Miyazaki Nichinan
MG-61 Kagoshima Kushira
MG-62 unknown unknown
MG-71 Kumamoto As°

MG-73 0ita Kujyu
MG-74 Ehime Uwa
MG-75 Ehime Uwa

MG-76 Ymaguchi Yamaguchi
MG-77 Shizuoka

CapeAshizuri
SatsunanHospital
OrchardofTbkyoU.
Arasaki

BishamonBay

Yata
Aomori

Tassobe

IJakeYudo
Seaside

SacsideToyotsu
MouthofShimizuRiver
OkuiriseRiver
Seaside
OhshioRiver
Riverside

Hojyo
HiiRiver
TakatsuRiver
SeasideCliff-SentakuRock

SeasidenearCactusPark
SeasideCliff

KushiraRiver
unknown
EntranceofUra-As°

OitaAnimalhusbandryResearchInstitute
TanosuJI
Hoketsumountainpass
Ohuchi
Themouthof

32043'13日 133001'03"
31026'10'' 130018'49"
35018'08" 139016'01"
35012'36日 139036'20"
35008'07M 139040'35''

35007'59" 138057'32"
40049'25" 140045'43"
39024'44日 141021'01"

42036'51叩 143032'54"
42｡26'44n 141009'38"
42024'34" 140018'21"
40056'39日 141001'08日
40035'13日 141014'57"
38023'12" 141023'18"

37035'15日 139054'51"
35038'48" 134037'08"
35030'37" 133051'15"
35023'03日 132047'20"
34039'03M 131049'35"
31034'51日 131024'58"

31041'59M 131028'56"
unknown unknown
31022'28" 130059'18"
unknown unknown
32056'45M 131005'55"
33002'14日 131016'01"
33023'41M 132032'07"
33020'19日 132032'38"
34015'48M 131035'28"
35007'09日 138039'45"

1980
1996.6.2
1996.6.19
1996.9.14

1997.6.14

1997.6
unknown

2000.8.16

1980.9.19
1979.8
1979.8
1979.8
1979.8
unknown

1980.3
1980.7.26
unknown
1980.7.27
1980.7.27
1980.8.1

1980.8.2
1980.8.3
1980.7.31
1980.7.20
1981.7.13
1981.8.19

unknown
1981.7.6
1981.7.ll
unknown

T.Shimada

∫.Masunaga
M.Kawaguchi
T.Aoki,M.Kawaguchi
T.Aoki,M.Komoto,M.

Kawaguchi
T.Aoki,M.Komoto
T.Nemoto
I.Nakamura

T.Shimada
T.Shimada
T.Shimada
T.Shimada
T.Shimada
T.Shimada

T.Shimada
T.Shimada
T.Shimada
T.Shimada
T.Shimada
T.Shimada

T.Shimada

T.Shimada
T.Shimada
T.Shimada
NARCHRI

NARCHRI

NARCHRI

NARCHRI

NARCHRI

NARCHRl



Table8.Continued

Accession LocationofSeedCollectin
No. prefecture Cit/Town IJOCation IJatitude Lon

Date Collector

MG-78 Fukui lzumi
MG-79 Fukui Mikuni

MG-81 Niigata Omi
MG-83 Nagano Sanada
MG-84 Fukushima Nis九i-Aizu

MG-86 Miyagl Naruko
MG-87 Yamagata Higashine
MG-88 Tbchigi Uji-ie
MG-90 Hokkaido Sapporo
MG-91 Hokkaido Ono
MG-92 Hokkaido Tokoro
MG-93 Hokkaido Mori

MG-94 Hokkaido Date

MG-95 Hokkaido Sbiraoi
MG-96 Hokkaido Tomakomai
MG-97 Hokkaido Oshamambe

MG-98 Hokkaido Nanae
MG-99 Hokkaido Hakodate
MG-100 Hokkaido Yakumo
MG-101 Hokkaido Mori
MG-107 0saka Suita

MG-111 Kumamoto As°,Choyo
MG-113 Kumamoto As°,Takamori

MG-115 Gifu lbigawa
MG-118 Fukui Nyu,Asahi
MG-123 Nagano Chin°
MG-128 Tochi1 HokiRiver

ThemouthofIAkeKuzuryu

Themou血ofKuzuryuuRiver
ThemouthofHimeRiver

SugahiraMountaintrail
Nishiaizu
AraoRiver

YamagataAnimalhusbandryResearchInstitute
KinuRiver

NARCH
OnoRiver
Wakka

Mt.Komagatake
KoganeSeaSide

KojuhamaSeaSide
Nisikioka
Kun一mui

ShirotaiRanch
Mt.Hakodate

Higashino
AkaiRiver

OsakaUniversity
Choyo
Kamishikimi
lbiRiver

Ogawa
Tateshina

35053'45日 136043'23"
36013'13日 136008'29"
37002'07日 137051'00日
36032'38" 138021'48"

37036'09" 139039'01"
38045'39日 140045'35日
38025'02" 140023'28"
36039'07M 139058'38"
43000'16日 141025'57"
41053'44" 140038'21"
44009'36日 143056'10"
42002'01日 140040'13"
42025'07" 140054'11"

42028'31日 141013'13日
42036'10" 141030'10"
42026'59" 140020'35"
41055'15日 140043'41"

41045'25日 140043'30"
42013'44" 140024'07"
42000'11" 140039'03"
34049'04日 135031'20"

32051'36日 131000'03"
32052'47" 131009'18"
unknown unknown
35058'29日 136007'47"

35059'44H 138009'34"
36046'60日 140007'41"

1981.7.16
1981.7.16
1981.7.17
1981.8.13
1981.7.18
1981.8.1
1981.7.16
1981.7.21

1981.8.7
1981.8.20
1981.8.20
1981.8.5
1981.8.6

1981.8.6
1981.8.18
1981.8.19

1981.8.19
1981.8.20
1981.8.20
1981.8.20
2001.6
1981.7.13
1981.8.13
unknown
unknown
unknown
unknown

NARCHRI

NARCHRI

NARCHRI

NARCHRI

NARCHRI

NARCHRI

NARCHRI

NARCHRI

NARCHRI

NARCHRI

NARCHRI

NARCHRI

NARCHRI

NARCHRI

NARCHRI

NARCHRI

NARCHRI

NARCHRI

NARCHRI

NARCHRI

M.Hayashi
NILGS2

NILGS2

NILGS2

NILGS2

NILGS2

NILGS2

INationalAgriculturalResearchCenterforHokkaidoRegion.

2NationalInstituteofLivestockandGrasslandScience.



状,開花開始日,開花程度および種子重の 11形質であり,それぞれの調査方法

の詳細はTable9に示した｡種子重を除く10形質の調査は開花期に行った｡

各系統の採集地における気象データについては,気象庁ホームページ内

気象観測電子閲覧室 (h仕p://www.data.kishou.go.jp/etrn/index.html)内の採集地に

近い観測地のデータを用いた｡データは各観測所における観測開始年度から

2004年までの観測値の平均とした｡

3)クラスター解析

クラスター解析は,調査した形態的特性 (開花開始 日および開花程度を

除く9形質)をもとにして,本論文の第 1章第 1節に述べた方法により行った｡

なお,各データ解析は,供試 61系統のうち,発芽個体が得られなかっ

た MG-29,MG-49,MG-58,MG-74,MG-87,MG-94,MG-97,MG-98および

MG-115の9系統と採集地不詳のMG-62の合計 10系統を除く47系統の野生種

と4種の実験 ･栽培系統を用いて行った｡

3. 結果および考察

1) ミヤコグサ遺伝資源の採集地

国内の多数の研究者および研究機関の協力を得て,日本に自生するミヤ

コグサ属野生種約 160系統の収集を行った (Fig.8)｡これらの野生種の採集地の

緯度幅は,北は北海道礼文町礼文島 (北緯45017'46")から南は沖縄県石垣市石
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Table9･EvaluationofthemorphologicalcharactersofL.japonicusecotypes.

MorphologlCal Numberoftested Methods Rankor Remarks
character sam les measurementunit

Plantheight

Plantlength

Stemthickness

Stemcolor

Leafletlength

Leafletwidth

Leafletshape

Flowenngday

Flowerlngdegree

1000seedsweight

5plantsx4repe tition

4repetitionof5plants

5plantsx4rep

5plantsx4rep

5plantsx4rep

5plantsx4rep

5plantsx4rep

5plantsx4rep

5plantsx4rep

250maturedseeds

Measurement

Measurement

Measurement

Observation

Measurement

Measurement

Calculation
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垣島白保海岸 (北緯24021'06")までの約21度であった｡一方,経度幅は,東は

北海道常呂町 (東経 143056'10'')から西は沖縄県与那国町与那国島カタブル浜

(東経 122058'25")までの約 21度であり,それらの採集地は日本全土におよん

だ｡これらの野生種は,現在 NBRPミヤコグサ ･ダイズに寄託され,増殖 ･保

存されている｡なお,以下の実験には本節の材料および方法に示した61系統を

用いた｡なお,南西諸島から収集したシロバナミヤコグサは次節の実験に用い

た｡

2)採集地の気象条件

TablelOは,ミヤコグサ野生種の採集地における気象条件について取り

まとめたものである｡採集地における年間平均気温の最大値は,清水 (MG-1高

知)および油津 (MG-56,MG-57,MG-58宮崎)の17.9oCで,最小値は佐呂間

(MG-92北海道)の5.3oCであり,その差は 12.6oCであった｡また,採集地に

おける年間日照時間の最大値は清水 (MG-1高知)の2,202.3時間で,最小値は,

大野 (MG-78福井)の1,315.8時間であり,その差は886.5時間であった｡さら

に,採集地における年間降水量の最大値は,阿蘇山 (MG-71熊本)の3,149.8mm

であり,最小値は佐呂間 (MG-92北海道)の774.4mmであり,その差は2375.4

mmであった｡

3)形態的特性

Tablellは,供試 61系統における各形質の調査結果について取りまと

めたものである｡開花開始 日および開花程度については,データの収集が困難
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Table10.MeteorologicaldataofcollectionsiteofL.japonicusecotypesusedinthisstudy.

Averagetemperature(oC)2 Daylight/year(hr)2 precipitation/year(mm)2AccessionNo･ ObservatoryI,prefecture

MG-1 Shimizu,Kochi

MG-4 KasedaKagoshima
MG-5 0dawara,Kanagawa
MG-14 Yokohama,Kanagawa
MG116 Miura,Kanagawa
MG-17 Mishima,Shizuoka
MG-23 Aomori,Aomori
MG-29 Tbno,Iwate
MG-34 Ikeda,Hokkaido
MG-35 Noboribetsu,Hokkaido

MG-36 0syamanbe,Hokkaido
MG-39 Aomori,Aomori
MG40 Towada,Aomori

MG41 Ishimaki,Miyagl
MG-46 Wakamatsu,Fukushima

MG-49 Kasumi,Hyogo
MG-51 Kurayoshi,Tbttori
MG-52 Izumo,Shimane
MG-53 Masuda,Shimane

MG-56 Aburatsu,Miyazaki
MG-57 Aburatsu,Miyazaki
MG-58 Aburatsu,Miyazaki
MG-61 Takayama,Kagoshima
MG-62 unknown

MG-71 Aso,Kumamoto
MG-73 Takeda,Oita
MG-74 Uwa,巴hime
MG-75 Uwa,巴hime

MG-76 Yamaguchi,Ymaguchi
MG-77 YoShiwara,Shizuoka

00
0ノ
1

7
7
00

l
-
-

G
G
G

M
M
M

Ono,Fukui

Mikuni,Fukui
awa,Nii

17.9
17.4
15.1
15.5
15.6
15.6
10.1
9.4
5.7
7.0
7.3
10.1
9.4
ll.4
ll.4
14.4
14.4
14.4
15.3
17.9
17.9
17.9
17.2

-
6
2
6
6
0
6

.
1
7

.
1

0ノ
4
4
4
5
5

3
3
4

1
1
1
1
1

1
1
1

2202.3
1532.7
1737.7
1920.6
1867.7
1912.1
1675.6
1351.7
1922.1
1511.2
1368.3
1675.6
1605.9
1988.9
1623.6

1460.8
1497.5
1602.3
1960.2
1960.2
1960.2
1662.8

1517.4
1802.2
1671.0
1671.0
1907.6
1754.3

1315.8
1529.2
1442.6

2421.0
2291.3
2024.2
1622.5
1548.0
1864.1
1289.9
1179.3
861.7
1882.6
1275.9
1289.9
961.3
1064.5
1133.8
2106.8
1754.4
1695.0
1605.7
2598.4
2598.4
2598.4
2458.6

3249.8
1829.0
1943.1
1943.1
1883.3
2098.3

2393.6
2068.3
2764.4



Table10.Continued

Averagetemperature(oC).2 Daylight/year(hr)2 precipitation/year(mm)2ObseⅣatoryl,city

Sugahira,Nagano
Wakamatsu,Fukushima

Fumkawa,Miyagl
Yamagata,Yamagata
Utsunomlya,Tochigi
Sapporo,Hokkaido
Ono,Hokkaido
Saroma,Hokkaido
Mori,Hokbido
Murorann,Hokkaido
Shiraoi,Hokkaido
Tbmakomai,Hokbido

Osyamanbe,Hokkaido
Ono,Hokkaido
Hakodate,Hokkaido

Yagumo,Hokkaido
Mori,Hokkaido
Osaka,Osaka
As°-otohime,Kumamoto
Takamori,Kumamoto

lshigaki,Gifu
Fuk山,Fukui

Suwa,Nagano
Otawara,Tochi

AccessionNo.

MG-83
MG-84
MG-86
MG-87
MG-88
MG-90
MG-91
MG-92
MG-93
MG-94
MG-95
MG-96
MG-97
MG-98
MG-99
MG-100
MG-101
MG-107
MG-111
MG-113
MG-115
MG-118
MG-123
MG-128

3
4
3
5
4

.
5
3

.
3

●
4

1
5
3

.
3
8
8

■

.
5
7
0
5

.
3
8
4

6
L
L
L
3

8
8
5

8
7
7
7
8
8
7

6
2
3
5
4
0
2

1
1
1
1

1
1
1
1
1
1
1

1700.5
1623.6
1576.2
1653.3
1938.0
1774.8
1420.9
1604.9

1740.9
1581.0
1740.0
1368.3
1420.9
1782.0
1343.7

1967.1
1576.5
1629.6

1610.2
2101.4
1715.3

1220.9
1133.8
1190.0
1125.0
1443.4
1127.6
1158.5
774.7

1218.8
1584.3
1227.7
1275.9
1158.5
1160.3
1292.0

1306.1
2860.9
2482.0
1937.1
2257.9
1307.0
1426.5

2
n7
3

2
7
5

1
1

MeteorologicaldataofcollectionsitewereobtainedfromJapanMeteorologicalAgency(http://www･data･kishou･go･jp/etm/index･html)･

lNearestobservatoryfromcollectionsite･

2CaluculatetheaverageofthevaluefrombeginningyearOftheobservationto2004･･



Table11.MorphologicalcharactersofI,.japonicusecotypes,experimentallinesandL.corniculatuscultivars.

Stem Seedweight
color (g)

5.2 0.97
2.5 0.78
5.1 0.97
2.9 0.98
3.4 0.85
2.8 0.77
6.0 1.10

Accession Flowerlng Flowerlng Plantheight Plantlength Planttype Leaflength Leafwidth Leafshape Stemthick-
No. time(day) degree(%) (cm) (cm) (%) (mm) (mm) (%) ness(mm)
MG-1
MG-4
MG-5
MG-14
MG-16
MG-17

MG-23
MG-29
MG-34
MG-35
MG-36
MG-39
MG-40
MG-44
MG-46
MG-49
MG-51
MG-52
MG-53
MG-56
MG-57
MG-58
MG-61
MG-71
MG-73
MG-74
MG-75
MG-76
MG-77
MG-78
MG-79
MG-81
MG-83

67 52
76 29
82 7
79 40
94

l
Oノ
】
O

l

7

0ノ

1
0ノ
4

3
7
0ノ
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1

7
7
8

3
3
0

l
/LU

′b
qノ
0ノ

7

l0l
8

0
100

1

3

3

一
4

0r
′O

I
1
5
2
4

l
/b

l
4

01
0交じ

つ
一
4
つ
】

′0

1

3

nフ
0
0
7
人ノ一
〇〇
′0

1
8
4
3
4
2
7

日H

t
4

0

.
1
6
0
00

.

8
L
3
9
7
7
8

日H
=

l
1
0
9
′0
1

3
7
0ノ
00
4

1

1
1

一
0
0
5

7
3
7
1
1

l
5
0
2
0
りん
5
4

0ノ
3
00
9
1
0
0ノ

8
0
4

7
人XV
7
′0

′0
4
0
0
0ノ
7
つJ

2
2
1
1

1

l
つ一
0
4

qノ
3
2

0ノ

4
4

2
4
L
o
5

2
1
2
1
1
2

1

l
5
5
0ノ
4

0ノ

l
OO
7
7
7

つ
】

1
2
1

一
0
0
5

0
4
3

2
2
2

l
5
0
0ノ
0
4

8
4

00
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8
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8
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であり調査 ･比較することができなかった｡このことは,調査期間中 (2004年)

に襲来した数回の台風により,開花した花が落下した影響によることが考えら

れ,上記2形質は以下の調査に用いなかった｡草高は,MG-745の 19.5cmが最

大でMG-17の2.8cmが最小であり,その平均は9.7cmであった｡草丈は,MG-81

の30.8cmが最大でMG-111の4.9cmが最小であり,その平均は 17.9cmであっ

た｡草型は,MG-52(82.4%)が最も立型でMG-4 (33.3%)が最も蘭画型であ

り,その平均は55.7%であった｡菓身長はMG-56およびMG-73の15.5mmが

最大で,MG-111の7.4mmが最小であり,その平均は 11.6mmであった｡葉幅

は,MG-56の9.68mmが最大で,MG-111の4.92mmが最小であり,その平均

は7.41mmであった｡形状は,MG-16(78.9%)が最も丸型でMG-62およびMG-73

(各51.3%)が最も長型であり,その平均は64.3%であった｡茎の太さは,MG-81

の2.21mmが最大で,MG-111の0.88mmが最小であり,その平均は 1.47mmで

あった｡茎色は,MG-34(7.2)が最も紫色が濃く,MG-61および MG-111(各

1.0)が最も緑色を呈しており,その平均は4.5であった｡種子重 (100粒重)は,

MG-97の 1.46gが最大で,MG-73およびMG-74の0.74gが最小であり,その平

均は0.99gであった｡

これらの結果から,MG-56,MG-73および MG-75は形態的に大型の系

統であり,MG-5,MG-14,MG-16,MG-17およびMG-111は小型の系統である

ことが分かり,日本に自生するミヤコグサ野生種は,形態的に多様であること

が判明した｡
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4)形質間の相互関係

Table12は,調査した各形態的特性間の相関係数について調査 した結果

である｡最も強い相関関係が得られたのは,葉幅と葉身長間の0.811(p<0.001)

であり,次いで茎の太さと草丈間の0.801(p<0.001)であった｡草高,草丈,莱

身長,葉幅,茎の太さの 5形質については互いに相関係数が高い傾向が認めら

れ,植物体全体の大きさに関係するものであった｡また,茎色と種子重の間で

有意な正の相関 (r=0.41,p<0.01)が認められた｡

5)形質 と採集地における気象条件の相互関係

Table13は,調査した形態的特性と各系統の収集地における緯度,年間

平均気温,年間日照時間および年間降水量との相関係数についてまとめたもの

である｡気象条件と有意な相関を示した形質は,葉身長,茎色および種子重で

あった.葉身長は,緯度に有意な負の相関 (r=-0.391,p<0.001)を示し,年平均

気温および年間降水量に有意な正の相関(r=0.319,p<0.05およびr=0.337,p<0.05)

を示した.茎色は,緯度に有意な正の相関 (r=0.486,p<0.001)を示し,年平均

気温および年間降水量に有意な負の相関 (r=-0.503,pく0.001および r=-0.374,

p<0.05)を示 した｡種子重は,緯度に有意な正の相関 (r=0.692,p<0.001)を示

し,年平均気温および年間降水量に有意な負の相関 (r=-0.569,p<0.001および

r=-0.445,p<0.01)を示し,茎色と同様な傾向が認められた0年間日照時間につ

いては,どの形質とも有意な相関関係は認められなかった｡

Fig.9は,茎色と緯度および年平均気温との関係を示したものである｡

茎色は年平均気温が高くなるにつれて薄くなり,緯度が高くなるにつれて紫色
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Table12･Correlationbetween9morphologiCalcharactersofL.japonicus.

MorphologlCalcharacter 1 2 3 4 5 6 7 8 9

1:Plantheight

2:Plantlength

3:Planttype

4:Leaflength

5:Leafwidth

6:Leafshape

7:Stemthickness

8:Stemcolor

9:Seedweight

1.000

0.746 … 1.000

0.362' _0.296+ 1.000

0.666''' 0.676'''

0.672… 0.735…

-0.179 -0.117

0.545… 0.801…

0.221 0.228

0.011 0.086

0.006 1.000

_0.082 0.8ll'''

_0.127 _0.551''+

_0.31で 0.635…

-0.019 -0.034

-0.038 -0.287

1.000

0.031 1.000

0.760… _0.009 1.000

0.074 0.120 0.043 1.000

_0.127 0.255 -0.097 0.410… 1.000

～,～+,''':slgmificantatthe5,1andO･1%levels,respectively･



Table13.Co汀elationbetween9morphologicalcharactersandmeteorologicaldataofcollection

siteofL.japonicus.

Morphological htitude Averagetemperature Precipitation/year Daylight/year
character

Plantheight

Plantlength

Planttype

Leaflength

Leafwidth

Leafshape

Stem血ickness

Stemcolor

Seedweight

-0.077 0.024

-0.102 0.108

0.045 -0.158

_0.391** 0.319*

-0.234 0.201

0.296 -0.227

-0.188 0.126

0.486… _0.503…

0.692… _0.569…

+

+
+

137

糊

061

337

269

163

251

m

棚

0

0

0

0

0

0

0

0

0

l

J

I

-0.036

0.022

-0.216

0.039

-0.137

-0.229

-0.109

0.135

-0.122
++++++.
,,:slgmificantatthe5,1andO.1%levels,respectively.
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が濃くなる傾向か認められた｡

Fig.10は,1000粒重と緯度および年平均気温との関係を示したもので

ある｡種子重は,年平均気温が高くなるにつれて軽くなり,緯度が高くなるに

つれて重くなる傾向が認められた｡

6)クラスター解析

各系統の形態的特性における相互の類似性を評価するために,調査した

9形質をもとにして各系統間の非類似度を算出した (Table14)｡供試系統におけ

る非類似度の平均は4.0であり,最大値はVikingとMG-111との間で得られた

10.1であった｡一方,最小値は,MG-128とMG-83との間で得られた0.8であっ

た｡これらの各系統間における非類似度をもとに,UPGMA法によりクラスター

解析を行い,結合距離 3.46で分類 した結果,供試 51系統は大きく6群に分類さ

れた (Fig.ll)｡クラスターⅠは,L.corniculatusの栽培品種である ｢Empire｣が

含まれ大型でやや立型の系統群であり,クラスターⅠⅠは3系統で構成され,草丈

は高いものの草高が低く蘭画型で茎色が薄い系統群であった｡また,クラスタ

ーⅠⅠⅠは,24系統で構成され全ての形質で平均的な系統群であり,クラスターⅠV

は,2系統で構成され直立型で茎色が濃く葉形状が丸い系統群であった｡さらに,

クラスターV は 4系統で構成され,草高,草丈,葉身長,葉幅および茎の太さ

の値が低く,形態的に小型で働旬型の系統群であったのに対し,クラスターⅤⅠ

は7系統と ｢GifuB-129｣が含まれ,クラスターV と同様に,草高,草丈,葉身

長,葉幅および茎の太さの値が低く形態的に小型であったものの,直立型を示

し茎色と種子重の値は高い系統群であった (Table15)｡クラスターⅤⅠは,関東
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Table14･Dissimilaritymatrixbetween47L･japonicusecotypes,2experimentallinesand2cultivarsbasedon9morphologlCalcharacters.

′○つー5'】
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
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14:MG-46
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e:Tokai,f:Hokmiku,g:Kinki,h:Chugoku,i.IShikoku,j:Kyusyu.
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Table15.MeanvaluesofmorphologicalcharacterswithineachclusterfromFig.ll.

Cluster Plantheight Plantlength Planttype Leaflength Leafwidth Leafshape Stemthickness Stemcolor Seedweight
(cm) (cm) (%) (mm) (mm) (%)

6
5

(mm) (
I

H

Ⅲ

Ⅳ

Ⅴ

Ⅵ

16.90

8.83

10.36

12.53

3.68

7.52

27.95 61.15

25.75 34.35

19.35 54.38

15.95 78.53

9.64 38.19

11.48 68.44

14.79 8.45

ll.78 8.15

11.98 7.67

9.62 7.14

9.50 6.68

9.66 6.01

57.19 1.74

69.67 2.04

64.20 1.53

74.35 1.43

70.38 1.22

62.27 1.10

4.23 0.93

3.50 0.98

4.98 1.01

5.23 0.85

3.55 0.89

4.70 1.06



由来の系統で構成されたものの,その他のクラスターは異なる地域由来の系統

が混在 していた｡

以上のように,日本に自生するミヤコグサ 57野生種における形態的特

性の調査を行った結果,高緯度 ･低温地域由来の系統は茎の紫色が濃く,種子

重が重い傾向が認められた｡一方,低緯度 ･温暖地域由来の系統は,茎の紫色

が薄く,種子重が軽い傾向が認められた｡杉信ら (1988)は日本各地から収集

したミヤコグサ66系統を用いて特性調査を行ったところ,高緯度地域の系統は

葉色および茎の紫色が濃いことを報告しており,このことは,本研究の結果と

一致するものであった｡ しかしながら,杉信ら (1988)は,茎の太さと株重に

おいても緯度との正の相関を認めており,本研究の結果とは一致しなかった｡

このことは,本実験で用いたミヤコグサは,本州以北 (温帯から亜寒帯)の系

統が多く含まれているため,比較的温暖な調査地 (宮崎)の気候がそれらの生

育に影響し,異なる結果が得られたことが考えられる｡
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4.摘 要

南西諸島を除く北海道から九州までの地域から収集したミヤコグサ57

野生種における形態的特性について調査 し,形質一形質間および形質一気象条

件間における関係を調査するとともに,これらの結果をもとにしてクラスタ

ー解析による分類を試みた｡形態的特性調査の結果,MG-56およびMG-75は

形態的に大型で,MG-17および MG-111は小型の系統であることが判明した｡

形態的特性と採集地の緯度および気象条件の相互関係を調査した結果,葉身長,

茎色,種子重と年間平均気温,年間降水量との間で強い相関関係が認められ,

高緯度 ･低降水量 ･低温地域の系統は菓身長が長く,茎の紫色が濃く,種子重

が重い傾向が認められた｡形態的特性をもとにしたクラスター解析の結果,供

試系統は大きく 6群に分類することができ,各分類群の特徴的な形態的特性が

明らかとなった｡
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第 2節 南西諸島に自生するシロバナ ミヤコグサ (LotusaustllalisAndr.)の

諸特性について

1. 緒 育

シロバナミヤコグサ (LotusaustralisAndr.)は,太平洋西岸諸島および

オース トラリアを中心に自生しており,日本の南西諸島宝島を北限として,南

はタスマニア島までの海岸地域に分布している (湯浅 ･前川 1987)｡本種は,主

にサンゴ礁石灰岩から成る砂浜や岩場などの不良な環境に自生することから耐

塩性などの高い環境耐性を有することが考えられ,Lotus属の貴重な遺伝資源と

なり得る｡しかしながら,本種はミヤコグサの近縁種であるものの,その詳細

な研究報告は認められていない｡

本節は,我が国における稀少なLotus属遺伝資源であるシロバナミヤコ

グサを南西諸島より収集し,その形態的特性および分子マーカーによる遺伝的

類縁関係について調査し近縁種との比較を行った｡さらにDNA含量について調

査し,ミヤコグサ (L.japonicus)およびセイヨウミヤコグサ (L.corniculatus)

との比較を行った｡

2. 材料および方法

1)供試材料

供試材料は,南西諸島に自生するシロバナミヤコグサ (Lotusaustralis)
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4系統 (Ishigaki,Kurima,Takara,Yonaguni),ミヤコグサ実験系統である

MiyakojimaMG-20(L.japonicus),GifuB-129(L.japonicus),LburttiiB-303lL.

burttii(Kawaguchiら2005)]の3系統,セイヨウミヤコグサ (L.corniculatus)

栽培品種 Viking,Empireの2系統およびL.filicaulisB-37(L.Plicaulis)の合計5

種 10系統である (Table16)｡なお,シロバナミヤコグサの形態的特性調査につ

いては,ガラス室内で開花が認められたIshigakiを用いて行った｡

2)形態的特性の評価

播種後2カ月目の形質調査は,Ishigaki,Miyak亘iimaMG-20,GifuB-129,

LburttiiB-303,LfilicaulisB-37,VikingおよびEmpireの7系統を用いて行った

(Table16)｡ 各系統の種子は,発芽を促すためにサンドペーパーで種皮に傷を

つけ,2-4時間の吸水の後にピー トモス (ゴールデンピー トバン ;サカタのタ

ネ)に播種 した｡播種後 2週間の幼植物体は,小粒バーミキュライ トを充填し

たポリ2号ポット(め6cm)に移植 した｡移植後約6週間目(播種後 2ヵ月目),

の植物体は,草丈,草高,葉身長,葉幅,葉柄長,葉柄の太さ,茎の太さ,茎

節間長を測定した (Table17)｡ なお,植物体の栽培は,人工気象機 (Biotron;

日本医科理化器機株式会社)内で 18時間明期25oC,8時間暗期23oCの条件で

行い,1000倍に希釈したHYPONEX (ハイポネックスジャパン株式会社)を2-

3日おきに与えることで潅水および施肥を行った｡

開花期の形質調査は,ガラス室内で開花したIshigaki,Miyak亘iimaMG-20,

GifuB-129,L burttiiB-303,L filicaulisB-37の5系統を用いて行った.調査形

質は,葉身長,菓幅,葉柄長,葉柄の太さ,茎の太さ,茎節間長,豆果長,種
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Table16･LDtuSSpP.andtheirsourceusedinthisstudy.

SampleName Species Collectionsite Collector
(Prefectureornationality)

Kurima

丁akara

Yonaguni

lshigaki

Miyak亘iimaMG-20

GifuB-129

LburttiiB-303

LfilicaulisBl37

Viking

Emplre

LbtuSauStralis

L.australis

L.australis

L.australis

L.japonicus

L.japonicus

L.burttii

L.juicaulis

L,.corniculatus

i.corniculatus

Okinawa

Kagoshima

Okinawa

Okinawa

Okinawa

Gifu

Pakistan

Algeria

USA

USA

UniversityofMiyazaki

UniversityofMiyazaki

UniversltyOfMiyazaki

UniversltyOfMiyazaki

M.Kawaguchi(UniversityofTokyo)

Ⅰ.Hirayoshi(UniversityofKyoto)

W.F.Grant(McGillUniversity,Canada)

N.Sandal(UniversityofAarhus,Denmark)

USDA

USDA



Table17･EvaluationofthemorphologlCalcharactersofLotusspp..

MorphologlCal Numberof Methods Rankor Remarks
character testedsamples measurementunit

Plantlength

Leafletlength

Leanetwidth

Petiolelength

Petiolethickness

Stemthickness

Intemodelength

Podlength

Seedmajoraxis

Seedminoraxis

Seedweigth

10plants

10plants

10plants

10plants

10plants

10plants

10plants

10pods

10seeds

10seeds

250seeds

Measurement cm

Measurement mm

Measurement mm

Measurement mm

Measurement mm

Measurement mm

Measurement mm

Measurement mm

Measurement mm

Measurement mm

Measurement g

Plantlengthfromthesurfaceofthevermiculitetothetopofaplant

Lengthofthemiddleleafletofthe3rdexpandingleaffromyoungestleaf

Widthofthemiddleleafletofthe3rdexpandingleaffromyoungestleaf

Lengthofthemiddlepetioleofthe3rdexpandingleaffromyoungestleaf

Thicknessofthemiddlepetioleofthe3rdexpandingleaffromyoungestleaf

Thicknessofthe3rdintemodefromyoungestleaf

Lengthofthe3rdintemodefromyoungestleaf

Lengthofthepod

Maxmumaxisoftheseed

Minimumaxisoftheseed

Convertedfrom250maturedseedsweight



千-豆果粒数,種子長径,種子短径,種子重の 12形質である (Table17)｡ 前者

7形質については茎先端から第5展開葉を調査し,豆果および種子形質について

は収穫した種子を用いて調査 した｡

3)ゲノミック DNAの抽出

ゲノミックDNAは,各系統の成案 (約 1g)を液体窒素中で凍結 ･粉

砕 し,DNA 抽出キット (nuclonPHYTOpureplantDNA extraction;Amersham

Biosciences)を用いて抽出した｡得 られた DNA は,分光光度計 (Amersham

pharmaciabiotec)により濃度を測定した後,25ng/〝1に調整 し以下の実験に用い

た｡

4)pcR反応とSSR解析

PCR反応,電気泳動およびクラスター解析は第 1章第 2節に述べた方法

により行った｡用いた SSRマーカーは,かずさDNA研究所で開発されたミヤ

コグサMiyakqjimaMG-20EST (Expressedsequencetag)由来の48種類であり,

シロバナミヤコグサゲノム中で良好に増幅する 13種類を選抜 し実験に用いた

(Table18)｡

5)フローサイ トメ トリー

ガラス室内で成育中の植物体からサンプリングした生薬約0.1gは,1ml

のPVP(Polyvinylpyrrolidone)溶液[1%(Ⅴ/v)Triton-Ⅹ,0.63%(W/v)NaZSO 3,0.606%

(W/V)Tris-HC1,0.5(W/v)PVPK-90]を滴下したシャーレ内でカミソリを用いて
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Table18･SSRmarkersusedinthisstudy.

Chr･PositionMarkernameSSRpattem Productsize(bp)Forwardpdmer(5-to3り
No.(cM) inMG-20

MG-20B-129

Reverseprimer(5'to3')

1 8.8 TMOO50 GT(ll)

1 31.8 TMO199 CT(26)

1 50.1 TMOl13 AAT(16)

1 69.0 TMO295 CT(14)

2 27.4 TMO225 AT(21)

2 48.5 TMOO76 AT(8)

2 70.6 TMOOO2 CT(15)

2 75.8 TMO324 AT(9+5)

3 5.7 TMO106 AT(17)

3 13.3 TMOO80 AT(14)

3 66.8 TMO203 AT(12)

6 48.6 TMO139 AAG(5)

6 63.4 TMOO55 AAG(7)

149 165 ATTTGTTGGGATACATTGAC

168 180 ACTCTGGAGGGAAGCAGTTG

135 123 ATGCTGCGAATTTCACAATC

116 140 ATGAGGGTGAGCAACGAAGG

125 119 GCAGCAACTTAAAAGTAAGC

159 167 TCAAATGTGATGAGTGACAm C

159 179 AGCGATCTACATTCAAGAG

193 209 ATCAGGAGAGATGATAGATAAGC

152 158 ACACCTTATCAATAGGTGGTC

I37 131 AACAAAATACTAAACTATAGCAAAG

151 179 CTGTTTTGACGAATCGATAG

144 138 ACAACAACAACAACAAACCG

147 153 TATAACCGATGCTCACACAC

GCAGGTATCCATCAATTCTC

CACCTCCAACCCATGTTTCG

ACGGAAAACACAGACAAGAC

CCATGGAGGCAGAAATCGAG

CTATTGATTGGTTCATTCCG

AAAACATGTAGCTAAGAAACTAAAA

AGCGTTCTCTCAGTGTTG

ATTTATTTCCAAAGAATAGAAGG

TGTCTTTGGGAACATTTGTG

CGTCCCACAACTCTCTTTAC

TACGAAGGTTTCTTCATTCC

GAGGAGGGAAATTGGAGAAG

GATTAACGAACACGCAGTAG

AllmarkerswerederivedfromL.japonicus(MiyakojimaMGl20)ESTandweredevelopedatKazusaDNAinstitute,Chiba,Japan.



刻んだ｡その後,ナイロンメッシュ (50pm)でろ過 し,50ylのPI溶液 (0.1%

Propidium iodide)を添加 した後フローサイ トメーター (ペックマン ･コールタ

-株式会社)を用いて核 DNA含有量を測定した｡

3. 結果および考察

1)シロバナ ミヤコグサの収集 と形態的概観

シロバナミヤコグサの採集地は,鹿児島県十島村宝島大龍海岸 (北緯

29009'27日,東経 129012'40日)(Takara),沖縄県宮古島来間島 (北緯 24042'49日,

東経 125014'48日)(Kurima),沖縄県石垣島白保海岸 (北緯 24021'06日,東経

124011'36日)(Ishigaki)および沖縄県与那国島カタブル浜 (北緯 24026'26日,東

経 122058'25日)(Yonaguni)'の4地点である (Fig.12)｡これらの全ての系統は,

時には海水に直接触れるような石灰岩の海岸または砂浜に自生するものであっ

た｡

Fig.13は,シロバナミヤコグサ (Ishigaki)とミヤコグサ (Miyakqjima

MG-20)の形態比較について示したものである｡花葉は一つの花軸に3-5個を

有してお り,ミヤコグサよりやや大きく,花色は白色で旗弁の葉脈および竜骨

弁の先端がピンク色または紫色を呈する (Fig.13a,b)｡葉はミヤコグサと比べ

て肉厚であり,葉幅はミヤコグサと同様であるものの葉身長が長く長型の葉形

状を示し,やや色が薄い (Fig.13a,C)｡ また,茎は太く堅いものの強い葡旬型

を示し,茎および葉柄にはアン トシアニンの蓄積が認められ,多くの トライコ
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l

Ⅰshigaki24021'06''N124011'36"W ート l,{ヽL 臥;.
Il

Fig･12･Collectionsitesandgrowthhabitatof4i.australisecotypesusedinthisstudy.

i.australisaregrownonlimestoneorcoralrocksandsorseashore.
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Fig･13･ComparisonofmoTPhological traitsofL･auslraLisIshigaki(a-f)andLjapofu'cus

MiyakojimaMG-20(g-I).

i.austTalisplantshavewhitepetals(a,b),accumulateanthocyaninandhavemanytrichomesin

maturestemandpetiole(a,candd).Leanet,podandseedsofi.australE'Sarebiggerthanthose

ofi.japorulcusandareofpalecolor(e,f).
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-ムを有する (Fig.13a,C,d)｡ さらに,豆果および種子はミヤコグサと比べて

大きく色が薄い (Fig.13e,f)ものであった｡

2)生育初期における形態的特性

Table19は,シロバナミヤコグサ (Ishigaki)と近縁種における播種後2

カ月目の形態的特性について取りまとめたものである｡シロバナミヤコグサの

草丈は,5.28cmであり供試材料中で最も低い値を示した｡菓身長は,L burttii

B-303,MiyakqjimaMG-20についで3番目に長い (14.02mm)ものの,葉幅は

L.burttiiB-303,L.filicaulisB-37についで3番目に狭い (6.61mm)ものやあっ

た｡葉柄長は供試系統中で最も短く (2.73… ),葉柄の太さは GifuB-129,L

filicaulisB-37についで3番 目に太い (0.91mm)ものであった｡茎の太さは供試

系統中で中間の太さ (1.16mm)を示し,節間長は最も短い (7.15mm)もので

あった｡

これらのことから,生育初期におけるシロバナミヤコグサの葉身長およ

び茎の太さは他のLotus属と比べて同様であったものの,節間長および草丈は最

小の値を示し,初期生育は極めて遅いものであった｡

3)開花期における形態的特性

Table20,はシロバナミヤコグサ (Ishigaki)と近縁種における開花期の

形態的特性について取りまとめたものである｡シロバナミヤコグサの葉伸長は,

供試系統中で最も長く (26.67mm),葉幅はMiyakojimaMG-20 (12.36mm)に

ついで広い (9.49mm)ものであった｡また,菓形状は長型 (36%)であり,L.
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Table19.Morphologicalcharactersofseedlingsin5L,otussppafter2monthsinvermiculite.

Samplename(Speciesl) Plantlength Leaflet Petiole Stem
(cm) Length Width Length Thickness Thicness Intemodelength

(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)

Ishigaki(i.a) 5.28

MiyakojimaMG-20(L.j) 26.55

GifuB-129(L.j)

LburttiiB-303(i.b)

LfilicaulisB-37(i.j)

Viking(L,.C)

Empire(I,.C)

13.02

28.48

18.17

25.48

26.83

14.02 6.61

15.65 9.45

11.43 7.32

18.81 4.59

8.97 5.12

12.35 7.94

10.83 7.67

2.73 0.91

5.91 1.02

3.92 0.70

5.83 0.93

3.31 0.71

4.98 0.83

5.45 0.69

7.15

19.26

8.71

27.67

14.83

17.41

17.10

1I,.a:L.australis,L.j:L.japonicus,ib:L.burttii,L.I:L.jilicaulis,L.C:i.corniculatus.
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filicaurisB-37(34%)と同様な形状を示したOまた,葉柄の太さおよび茎の太さ

はそれぞれ 1.54mm と2.69mmであり,供試系統中で最も太いものであった｡

さらに,葉柄長はMiyak亘iimaMG-20についで2番目に長く (8.84m ),茎節間

長はL.filicaurisBl37(45.49mm)についで長い (34.54mm)結果であった｡

これらのことから,開花期におけるシロバナミヤコグサは,葉幅と葉柄

長以外の全ての形質で最も大きな値が認められ,非常に大型の形態を示してい

た｡

4)豆果および種子における形態的特性

Table21は,シロバナミヤコグサ (Ishigaki)と近縁種における豆果およ

び種子の形態的特性について取りまとめたものである｡シロバナミヤコグサに

おける豆果長,豆果長径および豆果短径は,供試材料中で最も長く(各43.55mm,

3.60mm,2.87mm),-豆果中に含まれる種子数はL.burttiiB-303(27.1粒)お

よびMiyakojiInaMG-20(24.9粒)についで3番 目に多い (18.27粒)ものであっ

た｡また,シロバナミヤコグサにおける種子形態は,種子長径,種子短径,種

子 1000粒重の全てにおいて最大の値 (各 1.99mm,1.83mm,3.71g)を示し,

その形状は最も丸形を示した｡特に種子 1000粒重においては,最小のGifuB-129

(1.07g)に比べて3倍以上の重さ (3.71g)を示した｡

これらのことから,シロバナミヤコグサの豆果および種子の形態は,一

豆果種子粒数を除く全ての形質において最大の値を示 し,非常に大型であるこ

とが判明した｡
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Table21.MorphologlCalcharactersofpodandseedin4LDtuSSPp-

Samplename(Speciesl) Pod Seed

Length Majoraxis Minoraxis Numberofseeds Majoraxis Minoraxis Weight
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (g)

Ishigaki(L.a)

MiyakojimaMG-20(L.j)

GifuB-129(i.j)

LburttiiB1303(L,.b)

LfilicaulisB-37(L,.j)

43.55 3.60

32.93 2.94

30.26 2.64

26.59 3.32

27.27 2.71

1.99 1.83

1.34 1.15

1.20 0.97

1.41 1.22

1.31 1.14

1I,.a:I,.australis,L.j:L.japonicus,Lb:iburttii,L.f:L.juicaulis.



5)ssR解析による遺伝的類縁関係

Fig.14は,供試材料におけるSSRマーカーTMOOO2およびTMOO76によ

る多型を示したものであり,シロバナミヤコグサ (Lanelr4)は他種と大きく異

なる多型を示した｡供試 10系統間における相互の類縁関係を調査するために,

13種類のSSRマーカーから得られた 101本のアレルをもとにして各系統間の非

類似度を算出した (Table22)｡ 非類似度の平均は5.26であり,最大値はEmpire

とTakaraとの間で得られた 6.63であった｡一方,最小値は,TakaraとKurima

との間で得られた 1.00であった｡

これらの各系統間における非類似度をもとに,UPGMA法によりクラス

ター解析を行った結果,供試 10系統は大きく3群に分類することができた (Fig.

15)｡クラスターⅠはKurima,Takara,YonaguniおよびIshigakiのシロバナミヤ

コグサ4系統で構成され,クラスターIIはMiyakojima,GifuB-129のミヤコグサ

とL,.burttiiおよびL.jilicaulisの4系統で構成されていた｡さらにクラスターIII

はセイヨウミヤコグサの栽培品種であるVikingとEmpireの2系統で構成されて

いた｡これらのことから,シロバナミヤコグサは,ミヤコグサ群とセイヨウミ

ヤコグサ群の間に分類され,また,セイヨウミヤコグサよりも遺伝的にミヤコ

グサと近縁であることが判明した｡

6)核 DNA含有量

シロバナミヤコグサにおける核 DNA含有量を調査するため,フローサ

イ トメーターを用いて解析を行った｡Fig.16は,シロバナミヤコグサ(Ishigaki),

ミヤコグサ (G血 B-129)およびセイヨウミヤコグサ (Empire)のフローサイ ト
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TMOOO2 TMOO76

12345678910 12345678910

Fig.14.AmplifiedfragmentsofSSRmarkersTMO(氾2andTM(氾76in5speciesofLDtuSSPP･

Im e1-4:LDtuSauStralis(Kurima,Takara,Yonagumiandlshigaki),Lane5-6:L･corniculatus

(Viking,Empire),Im e7-8:i.japonicus(MiyakojimaMG-20,GifuB-129),Lme9:L･burttii,

Im e10:i.♪licaulis･
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Table22･DissimilaritymatrixbetweenLotusspp.basedon13SSRmarkers.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1:Kurima

2:Takara

3:Yonaguni

4:Ishigaki

5:Viking

6:Emplre

1.00

2.00

1.41

6.24

6.56

7:MiyakojimaMG-20 5.57

8:GifuB-129 5.57

9:LburttiiB-303 5.57
10:LfilicaulisB-37 5.92

2.24

1.73 1.41

6.32 6.24

6.63 6.56

5.66 5.57

5.66 5.57

5.66 5.57
6.00 5.92

6.24

6.56 6.16

5.57 5.48 6.00

5.57 6.00 6.32 4.90

5.57 5.66 6.32 5.10 4.90
5.92 6.16 6.48 4.90 5.10 5.10



Kurima

丁akara

Yonaguni

Ishigaki

L.a

L.a

L.a

L.a

MiyakojimaMG-20 L,.･j

GifuB-129 L,.j

L.bulttiiB-303 L.b

L.filicaulisB-37 L.I

Viking

Emplre

Accession
6 5 4 3 2 1 0

Fig.15.PhenogramofLDtuSSPP.generatedbyUPGMAclusteranalysiswith13LDtuSSSR

markers.Scaleonbottomindicatesdissimilarityindex.L･a:L･australis,L･j:L･japonicus,I,b:

i.burttii,I,.ii.juicaulis,L.C:I,.corniculatus.
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lFl]lAAHDB]3mixOOOO4864879.LMD:FL3uH･ADC

Fluorescenceintenslty

Fig.16･Flow-cytometricdeterminationofgenomesizeofi.australis･L･a:L,.austTalis,L･j:L･

JaPOnicus,L,.C:I,.corniculatus.
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メ トリーの結果を示 したものである｡ 4倍体であるセイヨウミヤコグサ

(2n=4Ⅹ=24)は,2倍体であるミヤコグサ (2m=2x=12)の約 2倍 (≒1.9倍)の

位置にピークが認められたのに対して,シロバナミヤコグサは約2.7倍の位置に

ピークが認められた.Itoら (2000)はミヤコグサGifuB-129およびMiyakojima

MG-20系統を用いてDNA含有量の調査を行い,それぞれのゲノムサイズは442.8

Mbpおよび472.lMbpであることを報告しているO これらの結果から,シロバ

ナミヤコグサのゲノムサイズは約 1,195.6Mbpと算出することができた｡

以上のように,シロバナミヤコグサのDNA含有量は,他種と比べて高

い値を示すことが判明した｡ しかしながら,この相異が染色体数の違いによる

ものか,あるいは,ゲノムサイズの違いによるかは不明であるため,現在,染

色体観察による染色体数の調査を行っている｡
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4. 摘 要

我が国における稀少なミヤコグサ遺伝資源であるシロバナミヤコグサ

(Lotusaustralis)の諸特性を明らかにするために,シロバナミヤコグサ野生種

を南西諸島より収集し,その形態的特性および分子マーカーによる遺伝的類縁

関係について調査し近縁種との比較を行った｡さらにDNA含量についても調査

した｡シロバナミヤコグサの初期生育は,他種と比較して極めて遅いものであ

ったが,開花期の植物体,豆果および種子形質は,葉幅と-豆果種子数を除く

全ての形質で最大値を示し,大型の形態を示すことが判明した｡特に,穫子重

(1000粒重)はGifuB-129の3倍以上の高い値を示した.SSRマーカーによる

類縁関係の調査の結果,シロバナミヤコグサはミヤコグサ (L.japonicus)群と

セイヨウミヤコグサ (L.corniculatus)群との間に分類され,セイヨウミヤコグ

サよりも遺伝的にミヤコグサに近縁であることが判明した｡さらに,シロバナ

ミヤコグサのDNA含有量は,ミヤコグサの約 2.7倍を示し,そのゲノムサイズ

はミヤコグサ (GifuB-129;442.8Mbp)から換算すると約 1,195.6Mbpと考え

られた｡
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第 3章 給合考察

地球上にある有用な生物遺伝資源は,近年の地球温暖化,オゾン層の

減少,酸性雨,森林減少,砂漠化などのいわゆる環境破壊により,その枯渇化

が危倶されている｡生物遺伝資源は,将来の農業をはじめとする人間の生産活

動,生命活動さらには地球環境の保全において不可欠であり,早急に,それぞ

れの遺伝資源を収集 ･保存 し,その特性等を評価 し育種に利用するとともに,

情報の整備を行 うことが極めて重要である｡

本論文ではこのような点を踏まえて,日本固有の草種である Zoysia属

およびLDtuS属遺伝資源の収集 ･保存と,それらの一部の野生種における形態的

特性と遺伝的多様性に関する基礎的知見について述べてきた｡これらの知見は,

上記 2属における生物遺伝資源としての利活用が期待されているだけに,今後

一層の研究努力が傾注されなければならない｡そこで本章では,本研究で得 ら

れた結果をもとにして,今後のZoysia属とLotus属の遺伝資源分野における利用

と展望について述べることとしたい｡

現在のように環境悪化が顕在化 している中で,緑化をはじめとする環

境問題対策-の関心が高まっている｡このような背景から,東京都は,地球温

暖化の一因であるヒー トアイランド現象の抑制や,生徒 ･児童の健康を考慮し,

2007年度から10年間で,都内約2,000校の全公立小中学校における校庭の芝生

化を計画している (2006年 11月 17日,読売新聞報道)｡これらのことから,芝

草の利用は今後ますます増加することが考えられ,より高機能を有する多様な

芝品種の開発が重要である｡ 日本におけるシバの登録 ･出願件数は,1995年の
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2件から2003年には7件まで増加 し,2004年現在のシバ登録品種は出願中を含

めると32品種であり,飼料作物の分類では最も多い登録数である｡しかしなが

ら,これらの品種数は欧米に比べはるかに少ないものである｡本論文では,南

西諸島に自生するシバ属の形態的特性について調査し,Z.matrellaおよび Z.

tenulfoliaの2種において高被度増加能力を有する系統を選抜することができた.

今後,さらに多くのシバ属遺伝資源を収集し,それらの特性をさらに詳細に調

査することで,新品種の育成をはじめとする芝草の育種に応用できるものと考

えられる｡

さらに,近年の緑化の普及により,その技術開発が進む一方で,移入

緑化植物による野生種の遺伝子擾乱が危倶されている｡このため,移入緑化植

物の取り扱い等についての提言 ･報告 (日本緑化工学会2002,津村 ･岩田2003)

がなされ,生物多様性保全の観点からも野生植物の遺伝的類縁関係を把握する

ことが重要であることが指摘されている｡実際,吉岡ら (2003)は,小笠原諸

島の生物多様性に配慮した植生復元を目的として,RFLP法による小笠原諸島に

自生するシバ属の分類を行い,島間でも遺伝子構造が異なっていることを報告

した0本論文でも,南西諸島に自生するZoysia属のSSR解析により,その分類

は地理的分布を反映することが認められた｡sSR マーカーにより得られた情報

は,シバ属の育種だけではなく,シバ属を用いる生物多様性保全を考慮 した緑

化にも有益な情報を提供するものと考えられる｡

マメ科植物は,根粒形成,貯蔵タンパク質,二次代謝成分など他の植

物種には見られない特性を有しており,多くの有用な植物種を含んでいる｡ マ

メ科モデル植物であるミヤコグサによる研究成果の蓄積は,根粒菌との共生に
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よる収量性の改善や栄養機能性の向上など,ダイズをはじめとするマメ科作物

における多種多様な研究の効率化を図る上で欠かせない｡本論文では,ミヤコ

グサ野生種における形態的類縁関係について述べてきた｡これらの情報は,今

後の分子マーカーを用いた遺伝情報の蓄積に伴い,野生種の幅広い遺伝変異を

利用したアソシエーション解析-の応用が期待できる｡

遺伝資源の有効利用には,それそれの系統の特性を把握することが重要

である｡しかしながら,得られた情報を迅速かつ的確に収集 ･利用するために

は,遺伝資源のパスポー トデータおよび特性データ等をデータベース化し多く

の研究者および育種家に公開することも極めて重要である｡このことから,本

論文の成果の一部は,ナショナルバイオ リソースプロジェクトにおけるデータ

ベース (Legumebase;h仕p:〟www.legumebase.agr.miyazaki-u.ac.jp)に公開した｡中

でも,本論文で示したミヤコグサ野生系統における採集地の詳細,採集地の気

象条件,表現型および遺伝子型情報を掲載 してお り,それぞれの情報から目的

の系統を検索することが可能になっている｡

現在,多くの植物種で遺伝資源の収集 ･保存が進んでいるが,これらの

膨大な遺伝資源の特性評価や利用を行 うには多大な時間･労力･費用を要する｡

この困難を克服する研究材料としてコアコレクションを利用する方法が提唱さ

れた (Brown1989)｡ コアコレクションとは,少数の系統で遺伝資源コレクショ

ン全体の多様性を網羅する系統群であり,これまで,アカクローバー (Kouame

andQuesenberry1993),ウマゴヤシ (Diwanetal.1995),オオムギ (Igartuaetal.

1998),キャッサバ (Chavamiaga-Aguirreetal.1999),ソルガム(Grenieretal.2000,

Folkertsmaetal.2005),ダイズ(wangetal.2006),ペレニアルライグラス(Charmet
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etal.1993)など多くの作物で作成 ･利用され,将来の研究基盤として役立つこ

とが期待されている｡本論文では,Zoysia属とL,otus属の2種における形態的特

性をはじめとする基盤情報を得た｡これらの情報は,このような新たな研究材

料の整備における-情報として利用可能であると考えられる｡

以上のように本論文では,日本在来のZoysia属およびLotus属遺伝資源

における有効利用を目的として,その基盤情報の収集 と利用性について述べて

きた｡我が国にはこれら 2種の他にも数多くの遺伝資源が存在しており,それ

らの潜在価値は計 り知れない｡本研究で得られた結果が,今後,これらの遺伝

資源研究における基盤研究の一助となり,さらには応用研究-と発展していく

ことを期待したい｡
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要 約

生物遺伝資源は,産業の発展や地球環境の保全にとって不可欠であり,

今後,いかにそれ らを有効利用するかが求められている｡しかしながら,近年

の地球環境の悪化によりその枯渇化が危倶されていることから,種々の遺伝資

源を収集 ･保存 し,それらの特性を評価するとともに,得られた情報を整備す

ることが喫緊の課題となっている｡本研究は,我が国に自生する重要な植物遺

伝資源であるZoysia属およびLotus属を収集 ･保存し,それらの遺伝的多様性に

ついて調査したものである｡

I. 南西諸島に自生するZ.matrellaとZ.tenulfoliaを中心としたシバ属野生

種および栽培種を含む41系統における,形態的特性および被度増加率につい

て調査し,これ らの関係を明らかにするとともに,クラスター解析による分

類を試みた｡形態的特性および被度増加率をもとにしたクラスター解析の結果,

供試41野生 ･栽培種は大きく3群に分類でき,クラスターIはOujimalおよび

Miyakojimaの2系統を除くすべての系統がZ.matllellaであり,クラスターⅠⅠは

Minatogawa2を除くすべての系統がZ.tenulfoliaで構成されていた｡このことは,

菓幅とその他の形質との高い相関に関係するものと考えられた｡さらに,被度

増加率は,葉幅,草高および働旬茎長に深く関係することが認められ,またフ

ラクタル解析システムを用いることで,シバ系統間の被度増加能力を容易に評

価でき,高被度増加率を示す系統を選抜することが可能であった｡
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2. 南西諸島に自生するZ.matrellaとZ.tenulfoliaを中心としたシバ属野生

種および栽培種を含む41系統について,SSRマーカーを用いて多型解析を行う

とともにクラスター解析を行った｡多型解析の結果,Z.matrellaにおける-テロ

接合度 (Ho)と多型情報含有値 (plc)の平均値はそれぞれ0.74と0.79で,Z.

tenulfoliaのHoとPICの平均値はそれぞれ0.57と0.72であった.Z.matllellaは

Z.tenulfoliaよりもHoおよびPICの値が有意 (p<0.001,p<0.05)に高く,遺伝

的多様性に富んでいることが示唆された｡さらに,クラスター解析を行った結

果,久米島 (クラスターⅠ),沖縄本島 (クラスターⅠⅠ),先島諸島 (クラスターⅤ),

種子島 (クラスターⅤⅠ)の系統群に分類され,SSR マーカーによる分類は菓幅

および形態的特性による分類とは異なり,地理的分布を反映する傾向が認めら

れた｡

3. 南西諸島を除く北海道から九州までの地域から収集 したミヤコグサ

57野生種における形態的特性について調査 し,形質一形質間および形質一気象

条件間における関係を調査するとともに,これらの結果をもとにしてクラス

ター解析による分類を試みた｡形態的特性調査の結果,MG-56およびMG-75

は形態的に大型で,MG-17およびMG-111は小型の系統であることが判明した｡

形態的特性と採集地の緯度および気象条件の相互関係を調査した結果,菓身長,

茎色,種子重と年間平均気温,年間降水量との間で強い相関関係が認められ,

高緯度 ･低降水量 ･低温地域の系統は葉身長が長く,茎の紫色が濃く,穫子重

が重い傾向が認められた｡形態的特性をもとにしたクラスター解析の結果,供

試系統は大きく 6群に分類することができ,各分類群の特徴的な形態的特性が
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明らかとなったOさらに,得られた結果の一部をデータベース化することでミ

ヤコグサ遺伝資源情報の公開を行った｡

4. 我が国における稀少なミヤコグサ遺伝資源であるシロバナミヤコグサ

(Lotusaustralis)の諸特性を明らかにするために,シロバナミヤコグサ野生種

を南西諸島より収集し,その形態的特性および分子マーカーによる遺伝的類縁

関係について調査し近縁種との比較を行った｡さらにDNA含量についても調査

した｡シロバナミヤコグサの初期生育は,他種と比較 して極めて遅いものであ

ったが,開花期の植物体,豆果および種子形質は,葉幅と-豆果種子数を除く

全ての形質で最大値を示し,大型の形態を示すことが判明した｡特に,穫子重

(1000粒重)はG血 B-129の3倍以上の高い値を示 した｡SSRマーカーによる

類縁関係の調査の結果,シロバナミヤコグサはミヤコグサ (L.japonicus)群と

セイヨウミヤコグサ (L.corniculatus)群との間に分類され,セイヨウミヤコグ

サよりも遺伝的にミヤコグサに近縁であることが判明した｡ さらに,シロバナ

ミヤコグサのDNA含有量は,ミヤコグサの約 2.7倍を示し,そのゲノムサイズ

はミヤコグサ (GifuB-129;442.8Mbp)から換算すると約 1,195.6Mbpと考え

られた｡

以上のことから,本研究では,我が国に自生する,Zoysia(シバ)属お

よびLotus(ミヤコグサ)属野生種を収集し遺伝資源 として保存するとともに,

形態的特性および遺伝的類縁関係を解明することで,それらの遺伝的多様性に

関する基礎的知見を得ることができた｡本研究で得られた情報は,今後,zoysia
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属および LDtuS属遺伝資源を利用した植物育種または環境保全を展開していく

ための基盤 となり得る｡
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StudyofgeneticdiversityonindigenousZoyshzandLotusinJapan

MasatsuguHASHIGUCHI

Summary

Thirty-SevenhundredspeciesofseedplantarenaturallyfoundontheJapanese

islands,inconsequencetovariousclimateandgeograpllicalfeatures.Hence,thereare

manyvaluableplantgeneticresources･Inthisstudywecompiledbasicinformationof

geneticresourceofZoyslaandLDtuSSpeciesindigenoustoJapan,withanaimtowards

theireffectiveuse.

● ● ●
I.MorphologicalcharacteristicsandcoverlnggalninzoyslagraSSindigenousto

SouthwestIslandsoHapan

Thirty-sevenecotypesand4cultivarsofZoysiamatrellaMerr.andZ.

tenulfoliaWilld.collectedfrom SouthwestIslandsofJapanwereinvestigatedfor6

morphologlCal characteristics and coverlng galn. Based on morphologlCal

characteristicsandcoverlnggalれ,ClusteranalystsShowedthat37ecotypesand4

cultivarscouldbeclassifiedinto3majorgrOuPS･ThesegroupsareZ･matrellaexcept

Oujima1andMiyakojima(ClusterIgroup),Z.tenulfoliaexceptMinatogawa2(Cluster

IIgroup)andTanegashima2(ClusterIIIgroup).Duetohighcorrelationsbetweenleaf
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WidthandothermorphologlCalcharacteristics,zoyslagraSSeCOtypeScouldbeclassified

intotwospecies.Moreover,CoverlnggalnShowedhighcorrelationswithleafwidth,

plantheightandrunnerlength.Thezoysiagrassecotypesthathavehigh Coveringgain

canbeselectedeasilybyuslngfractalanalysissystem.

2.EvaluationofgeneticdiversityinzoyslagraSSindigenoustoSouthwestIslandsof
●

Japanbasedonsimplesequencerepeatmarkers

Weconductedastudyofgeneticdiversityinzoysiagrassindigenousto

SouthwestIslandsofJapanbasedonsimplesequencerepeat(SSR)markers.Forty-one

linesofzoysiagrass,whichincluded19Z.matrella,18Z.tenulfoliaand4cultivars

(Asagake:Z.japonicaSteud.,Emerald:Z.japonicaX Z.tenulfolia,Tottori-korai:Z

matrella,Velvet:Z.tenulfolia),wereusedinthisstudy.From12SSRmarkersused,a

totalof155SSRbandswerescored.Thenumberofputativeallelesrangedfrom6to22,

withaveragevalueof12.9.Thepolymorphicinformationcontents(PIC)ofZ.matrella

andZ.tenulfoliawere0.79and0.72,respectively.Z.matTlellahadsignificantlyhigher

PICthanZ.tenulfolia(p=0･02)･Clusteranalysisbasedonthe155SSRbandsrevealed

thatthe41lineswereclassifiedinto7groups.

3.MorphologiCalcharacteristicsinLotusjaponicusRegelindigenoustoJapan

Fifty-sevenecotypesofLotusJaPOnicusR.indigenoustoJapanwere

investlgated for ll morphologlCal characteristics.Average temperatures and

precipitationsofayearwerenegativelyco汀elatedwithstemcolorandseedweight.On
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theotherhand,latitudewaspositivelycorrelatedwithstem colorandseedweigI止

Consequently,theecotypesfromthesitesofhigherlatitude,lowtemperaturesandlow

precipitationstendstobeofdarkredcolorfbr也estem andheavyseeds.Cluster

analysisbasedon9morphologicalcharacteristicsshowedthat46linescouldbe

classifiedinto6majorgroups.ClusterI,grouped4linesand'Emplre'thatwerelarge

andstanding-typeplant.ClusterII,grouped3linesthatwerecreeping-typeplantand

paleredcolorofstem.ClusterIII,grouped24linesthatwereofaveragevalueforall

morphologlCalcharacteristics.ClusterIV,grouped2linesthatwerestanding-typeplant,

round-typeleafletanddarkredcolorofstem.ClusterV,grouped4linesthatwerepale

redcolorofstem,smallandcreeping-typeplant.ClusterVI,grouped7linesand'Gifu

B-129'thatweresmallandstanding-typeplant.

4.MorphologiCalcharacteristicsandgeneticrelationshipinLotusaustrlatisAndr.

imdigenoustoSouthwestIslandsofJapanusingSSRmarker

WecollectednovelgeneticresourceofLotusspp.'LotusaustralisAndr.'from

SouthwestIslandsofJapanandstudiedthem f♭rmorphologicalcharacteristicsand

geneticrelationshipuslngSSRmarker.Thoughthegrowthduringearlygrowlngperiod

ofL.australiswaspoor,duringflOwerlngPel･iod,itshowedbiggestmorphologlCal

characteristicsexceptforleafletwidthandnumberofseedsinpod.Particularly,seed

weightofL,.australiswas3.5-foldheavierthanthatofL.japonicus(GifuB-129).

Clusteranalysisbasedon13SSRmarkersshowedthat10linescouldbeclassifiedinto

3majorgroups.ClusterI,grouped4linesofI,.australis.ClusterII,grouped2linesof
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L.japonicus,L,.burttiiandL.jilicaulis.ClusterIII,grouped2linesofL.corniculatus.I,.

australiscouldbeclassifiedbetweendiploidL.japonicusandtetraploidL.corniculatus･

Basedonflow cytometricanalysis,L.australisshowedafluorescenceintensity

2.7-foldhigherthanthatofL.japonicus(GifuB-129).GenomesizeofL･australis

couldcalculatedtobel,195.6M bp,fromthatofL･japonicus(GifuB-129;442･8M

bp).

Inthisstudywecompiledbasicinformationofgeneticresource:indigenous

ZoysiaandLotusspeciesinJapan,withinvestigationofmorphologlCalcharacteristics

andgeneticrelationships.Theseresultscouldbeofusefulinformationforpreservation

oftheenvironmentaswellasplantbreedingbyusingZoysiaandLotusspecies.
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