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北海道大学農学部農場研究報告第 28 号・ 25~30 (1993) 

ぺレニアルライグラス (LoliumρerenneL.)における

耐寒性と Aco-](アイソザイム遺伝子座)の関係

山下雅幸・阿部純・島本義也

(北海道大学農学部植物遺伝資源学講座)

(1992年 12月15日受理)

緒 言

ベレニアルライグラスは，家畜の晴好性や栄養

価に優れた寒地型イネ科牧草であるが，種々の環

境ストレスに対する抵抗性が低<，北海道の草地

では，耐寒性の低きにより不安定な牧草生産が強

いられている。

ベレニアルライグラスの品種育成は，温暖なオ

ーストラ')アやイタリアから厳寒なフィンラン

ド，スウェーデン，カナダ諸国まで広い地域で行

われており，耐寒性の程度を異にする遺伝子型が

多く存在する。しかし，耐寒性品種の育成に必要

な耐寒性の遺伝機構の解明あるいは耐寒性の遺伝

子源に関する研究は少ない。

近年，量的形質を解析する際の標識遺伝子とし

て，アイソザイムや制限酵素断片長多型(Restric.

tion fragment length polymorphism)などの分

子的標識が多数用いられている 9)。ペレニアルラ

イグラスにおけるアイソザイムの研究では，アコ

ニターゼ (Aco-1，Aco-2) 17>， 酸性フォスファタ

ーゼ(Aρル1)5.6.7.13>，ク、、ルタミン酸オキサロ酢酸転

移酵素(Got-1.Got-2， Got-3) 4ふ 6.7.11.13) フォス

フォグルコースイソメラーゼ (Pgi-1 ，Pgi 

2) 1.3.4.5.6.7.8.10.11.12.13) フォスフォグルコムターゼ

(Pgm l)11，131 ノfーオキシダーゼ (Pox)2.14)およ

び6-フォスフォク、、ルコン酸脱水素酵素 (6Pgd-

1， 6 Pgd-2) 11.13.17)の遺伝子座についての報告が

あり ，Pgi-2と収量の聞に関連性が見いだされて

いる7)。

本研究では，世界各地で育成されたベレニアル

ライグラスの 2倍体品種を供試し，耐寒性と詳細

な調査がなされていない Aco-1座との聞の関係

について検討した。

材料および方法

1.供試材料

供試品種は，世界各地から収集した 2倍体ベレ

ニアルライグラス 117品種である (Table1)。

2.耐寒性の評価

各品種60粒の種子をペーパーポットに播種し，

60日問屋外で生育させた後， 4
0

C， 8時間日長の

条件で14日間ハードニングした。ハードニング終

了後，嶋田 (1982)16)の方法に従い，幼苗の根を冠

部の下から 0.5cm，地上部を 3-4 cm残しで切

除し，水洗後水て、温らせたガーゼ (10x 10 cm)で

包み，さらにアルミホイル(10x 10 cm)に包んで

密封した。この材料を毎時 2
0

Cずつ加冷し，-6
0

C 

で16時間凍結処理した後， 40Cで解凍した。解凍

後，パーミキュライトを詰めたペーパーポットに

移植し，温室で21日間生育させた後に，発根程度

により個体の生死を判定し，個体生存率を調査し，

耐寒性の指標とした。また，反復は 2回行い，反

復当たり 20-30個体を調査した。

3. Aco-lの対立遺伝子の同定

温室内で育苗した播種後4週から 8週令の幼苗

の地上部を，各品種 10個体より採集し，電気泳動

に供試した。アコニターゼの粗抽出は，幼首の地

上部に 1%メルカプトエタノールを含む O.lMト

リス塩酸緩衝液(pH7.5) 60μfを加えて，乳鉢で

粉砕して行った。電気泳動の担体には， 0.003M水

酸化リチウム， 0.019Mホウ酸， 0.046 M トリスア

ミノメタンおよび0.007Mクエン酸緩衝液に 3%
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Cultivar name 

Table 1. Cultivar name， nation of origin， a allele frequency at Aco-1 and cold hardiness of materials used. 
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のショ糖および13%のテ、ンプンを溶かして作成

したゲルを用いた。電極液には， 0.029M水酸化リ

チウムー0.19Mホウ酸緩衝液を用いた。泳動は，

5.Cの恒温器内で， 150Vの定電圧下で1時間，そ

の後250Vの定電圧下で 5時間行った。染色には，

cis-アコニット酸20mg，ニコチンアミドアデニ

ンジヌクレオチドリン酸 10mg，テトラゾリウム

チアゾールブルー 10mg，塩化マグネシウム 50

mg，フェナジンメトスルフェート 3mgおよびイ

ソクエン酸デヒドロゲナーセ、40ユニットを 0.1

M トリス一塩酸緩衝液(pH8.0) 50mfの中に加え

た反応液を用いた。染色後，ザイモグラムを観察

した。

結果および考察

生存率で評価された耐寒性は，品種によって O

-100 %まで変異した(Table1)。耐寒性の品種間

差異を検定した分散分析の結果 (Table2) より，

品種によって耐寒性に差異が認められ，算出した

遺伝率は72%と高かった。また，育成国間にも差

異が見られ，オーストラリアやイタリアで育成さ

れた品種の耐寒性は低く，アメリカで育成された

品種には耐寒性の高い品種が多かった(Table1)。

アメリカの品種は，草丈が低<，茎数の多い芝生

型の品種であることから，耐寒性と形態形質の関

係について，さらに検討の余地がある。

ベレニアルライグラス 117品種の 1170個体に

おけるアコニターゼ・アイソザイムを分析した結

果，陽極側に 6本のバンドが観察された。移動距

離の長い 2本のバンドと移動距離の短い 4本のバ

ンドを示すザイモグラムの観察から，これらは 2

つの異なる遺伝子座に支配されていると推察さ

Table 2. Analysis of variance for cold 
hardiness in Loliumρerenne .L. 
(Arcsin transformed) 

Source of 
vanatlOn 
Block 
Cultivars 
Error 
Heritability 

df 

2 

116 

232 

* * : Significant at 1% level. 

Mean square 

3456.8 •• 
1763.9 •• 

417.1 

72.0 % 

a) 
酔・・
悔悟

Fig. 1. The aconitase (Aco-l， Aco-2) 
phenotypes(a) and shematic illus-
tration and infered genotypes for 
Aco-l(b) . 

れ，陽極側から Aco-1および Aco-2とし，a， b 

および a，b， c， dの2および4対立遺伝子を仮

定した (Fig.1)。本研究では，Aco-1に着目し，

各品種の対立遺伝子頻度を求めた (Table1)。対

立遺伝子頻度には品種聞に変異が観察され， α遺

伝子の頻度は 0%-90%まで変異し，調査した全

個体の平均は 40%であった。

耐寒性と Aco-lのα遺伝子の頻度の聞の関係

を知るために求めた両者聞の品種相関係数はO.

232 (5 %水準で有意)で，耐寒性と Aco-]の間に

関係が認められた。供試した 117品種を，耐寒性

が80%以上の品種群(30品種)，耐寒性が40%以

下の品種群(27品種)およびその中聞の品種群(60

品種)に分け，各品種群における Aco-]の対立遺

伝子頻度を Fig.2に示した。調査した全個体の対

立遺伝子頻度を期待頻度として，各品種群で観察

きれた対立遺伝子頻度との適合性をカイ自乗検定

した結果，耐寒性の高い品種群および耐寒性の低

い品種群が期待頻度と異なった。各品種群におけ

るα遺伝子の頻度は，耐寒性の高い品種群が47

%，中聞の品種群が41%，耐寒性の低い品種群は

31 %で，耐寒性が高いほど α遺伝子の頻度が高

<. b 遺伝子の頻度が低い傾向が認められた。
牧草類におけるアイソザイム遺伝子と量的形質

の聞の関係についての報告は少ない。ぺレニアル

ライグラスでは，Pgi-2と収量の聞に7) オーチヤ

ードグラスでは，Got-]と水分ストレスの聞に関

連性が認められている 15) 本研究で調査した Aco
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Allele frequency at Aco-] 

-]は，ぺレニアルライグラスにおける報告は少な

いが，バンドの発現も比較的安定していることか

らペレニアルライグラスにおける新たな標識遺

伝子として有望で、あろう。

摘要

世界各地で育成されたペレニアルライグラスの

2倍体品種117品種を供試し，冠部凍結法により

評価された耐寒性とでんぷんゲル電気泳動法によ

るアコニターゼ-アイソザイム遺伝子座との関係

について検討した。耐寒性に関して，品種による

差異が認められ，Aco-] には，品種内および品種

聞に変異が見られた。耐寒性と Aco-lのα遺伝

子頻度の聞の品種相関係数は 0.232(5 %水準で

有意)で，耐寒性が高いほど α遺伝子の頻度が高

かった。
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Relation between Cold Hardiness and Aco-1 
in Perennial Ryegrass (Loliumρerenne L.) 

Masayuki Y AMASHIT A， J un ABE and Y oshiya SHIMAMOTO 
(Faculty of Agriculture， Hokkaido University， Sapporo 060， Japan) 

(Received December 15， 1992) 

Summary 

In order to investigate the relation between cold hardiness and isoenzymic Iocus in perenniaI 

ryegrass (Loliumρerenne L.)， 117 diploid cultivars released in various nations were assessed for 
viability by the technique of freezing plant crowns， and for isoenzymic Iocus， Aco-l by starch geI 
巴Iectorophoresis.Cold hardiness was greatIy varied among cultivars used. AIIele frequency at Aco-l 
was varied among and within cultivars. The correlation between cold hardiness and aIIele frequency at 
Aco-l was observed significantIy at 5% IeveI. 


