
半数 体 ブ ンタ ンの形 態 的特 徴 と

そ の生殖機 能 に関す る研 究

StudiesonmorphologlCalcharacterizationofahaploidpummeloand

itsreproductivefunction

八 幡 昌 紀

2006



目 次

序 章 ･

第 1章 半 数 体 ブ ン タ ンの形 態 的 特 徴 ･

1.緒 言 ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･

2.材 料 お よび 方 法 ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･

3.結 果 お よび 考 察 ･ ･ ･ ･･ ･ ･ ･

4.摘 要 ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･･ ･ ･ ･ ･ ･

第 2章 半数 体 ブ ン タ ンの 生殖 機 能 の評 価 ･

1.緒 言 ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･

2.材 料 お よび 方 法 ･ ･ ･･ ･ ･ ･ ･ ･ ･

3.結 果 お よび 考 察 ･ ･ ･･ ･･ ･ ･ ･ ･

4.摘 要 ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･

第 3章 半 数 体 ブ ン タ ンの配 偶 子 形 成 の 異 常 ･

1.緒 言 ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･

2.材 料 お よび 方 法 ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･･ ･ ･

3.結 果 お よび 考 察 ･ ･ ･･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･

4.摘 要 ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･

･1

･6

･6

･7

･10

･14

･30

･30

･31

･33

･38

･47

･47

･48

･49

･55

第 4章 新 梢 - の コル ヒチ ン処 理 に よ る倍 加 半 数 体 の 育 成 ･ ･65

1.緒 言 ･ ･ ･ ･ ･ ･

2.材 料 お よび 方 法 ･



3.結 果 お よび 考 察 ･

4.摘 要 ･ ･ ･ ･ ･ ･

第 5章 総 合 考 察 ･

要約 ･

英 文 要約 ･

謝 辞 ･

引用 文 献 ･

･80

･87

･91

･96

･97



Certification

We,the underslgned,herewith certify thatthis dissertation,

entitled S̀tudies on morphologlCal characterization of a haploid

pummeloanditsreproductivefunction'wasnotpreviouslypresentedfor

the award ofdegree,and those experimentscontained herein were

independentlyconductedbyMasakiYahataunderoursupervision,and

hereby submitted to the United Graduate School of AgrlCultural

Sciences,Kagoshima University,Japan in partialfulfillmentofthe

requirementsfortheawardofDoctorofPhilosophy(Ph.D.)degreeis

acceptedforpresentation.

Approveby:

Kefu:lYS:slt,fi.節--㌶'左
ProfessorofPomology

UniversityofMiyazaki

I&1五人,,A,メA,wldA
HisatoKunitake,Ph.D.

AssociateProfessorof

Plantbreeding

UniversityofMiyazaki

【蔓璽
TfumT.藍i告h.宮ニケ -㌔

ProfessorofPlantbreeding

KagoshimaUniversity



~､㌻;~℃遷し二:石YosukeTashiro,Phl･-=-:･
ProfessorofPlantbreeding

SagaUniversity

薪を勧 7物 一一
TsutomuYabuya,Ph.D.

ProfessorofPlantbreeding

UniversityofMiyazaki

TheUnitedGraduateSchoolofAgrlCulturalSciences

KagoshimaUniversity

Japan

January,2006



序 章

カ ンキ ツ類 とは ,植 物 分 類 学 上 ミカ ン科 (Rutaceae), ミカ ン亜 科

(Aurantioideae) に 属 す る カ ン キ ツ 属 (Citrus), キ ン カ ン 属

(Fortunella) お よび カ ラ タチ 属 (Poncirus) の 3属 を指 し,世 界 の

重 要 な果 樹 の 一 つ と して亜 熱 帯 か ら温 帯 に 至 る広 い 地 域 で栽 培 され

て い る.カ ン キ ツ類 の 生 産 は現 在 で も増 加 傾 向 に あ り,2004年 の カ

ンキ ツ生 産 量 は ,約 1億 854万 トン と報 告 され て お り, 果 樹 の 中で

世 界 一 の 生 産 量 で あ る (FÅo,2004).現 在 ,カ ン キ ツ類 で 主 に栽 培 ,

生 産 され て い るの は ,ス イ ー トオ レン ジ (C.sinensisOsbeck),マ ン

ダ リン (C.reticulataBlanco),グ レー プ フル ー ツ (C.paradisiMacf.),

レモ ン (C.limonBurm.f,) お よび ライ ム (C.aurantifoliaSwingle)

な どで あ る. これ らに は数 多 くの 品種 が 存 在 す るが , そ れ らの ほ と

ん どが 生 食 ま た は加 工 用 と して利 用 しや す い 無 核 あ るい は少 核 の特

徴 を有 す る. ま た ,無 核 性 以 外 に , 高 糖 度 , 耐 寒 性 , 耐 乾性 , 剥 皮

悼 ,耐 病 性 , 早 晩 性 お よび貯 蔵 性 な ど も育 種 目標 と して 掲 げ られ て

お り,さ らに ,最 近 で は食 生 活 の 多様 化 と健 康 指 向 の 高 ま りに よ り,

美 味 しい果 実 で あ る と と もに , そ の機 能 性 食 品 と して の 二 次 代 謝 成

分 に対 す る 関 心 が 高 ま っ てお り,健 康 機 能 性 に着 目 した成 分 育 種 も

行 われ て い る (Katoら,2004;Kawaiら,2001;Ogawaら,2000;

山本 ら, 1998).

カ ン キ ツ類 に お け る 主 な 育 種 方 法 に は , ウ ン シ ュ ウ ミカ ン (C.

unshiuMarc.)に代 表 され る ｢枝 変 り｣な どを利 用 した 突 然 変 異 育 種

法や 清̀ 見 ', 津̀ 之 香 'お よび 不̀ 知 火 ' な どを育 成 した 交 雑 育 種

法 が あ げ られ る (岩 崎 ら,1966;松 本 ら,1991;西 浦 ら,1972;1983).



これ らの 育 種 法 が 現 在 栽 培 され て い る ほ とん どの カ ン キ ツ 品種 を育

成 した とい っ て も過 言 で は な い . この他 , 特 徴 的 な 育 種 法 と して小

林 ミカ ンや 金 柑 子 温 州 な どで 知 られ る接 ぎ木 キ メ ラ を利 用 した 育 種

法や 細 胞 融 合 , 遺 伝 子 組 換 えな どの バ イ オ テ ク ノ ロ ジー に よ る育 種

法 な どが あ る (Kobayashiら,1988;1991;1995;Ohgawaraら,1985;

1989;Sugawaraら,2002;Takamiら,2004;2005). さ らに ,無 核

系統 を効 率 的 に 育 成 す る手 法 で あ る三 倍 体 育 種 に代 表 され る倍 数 性

育種 が あ げ られ る (Recuperoら,2005;Soost･Cameron,1980;1985;

徳 永 ら,2005;吉 田 ら,2003). しか しな が ら,カ ン キ ツ類 の 育 種 を

進 め る上 で の 障 害 と して , 多腫 性 (上 野 ら, 1967;奥 代 ら, 1981),

雌 雄 性 不 稔 性 (Iwamasa,1966;Nakanoら,2001;山本 ら, 1992a;

1992b;Yamamotoら, 1997;Yamamoto･Tominaga,2002)お よび 自

家 不 和 合 性 (Yamashita, 1978;山 下 , 1980) な どが あ り, さ らに ,

果樹 な どの 永 年 作 物 は ,雑 種 性 が 強 く,播 種 か ら開花 結 実 に至 るま

で長 年 月 を要 す るた め , 有 用 形 質 に 関す る遺 伝 情 報 が 乏 し く, 計 画

的 な育種 の推 進 が 困難 で あ る.

この よ うな 問題 を克 服 す るた め の方 法 の 一 つ と して 半 数 体 育種 法

が あ る. 半 数 体 とは , 細 胞 あ た りの染 色 体 数 が 通 常 の個 体 の 半 分 の

数 で あ る個 体 , す な わ ち ,相 同 ゲ ノム を l個 しか もた な い もの で あ

る.一般 的 に , 二倍 体 と比 べ て 細 胞 が 小 さ く,器 官 も矯 小 化 し, 坐

育 も貧 弱 で か つ 高 い 不 稔 性 を示 す た め , そ の ま ま 作 物 と して利 用 す

る こ とは ほ とん どな い . しか しな が ら,相 同 ゲ ノ ム を 1個 しか もた

ない こ とか ら, 形 質 の選 抜 が容 易 で あ り, コル ヒチ ンや オ リザ リン

な ど とい っ た有 糸 分 裂 阻 害剤 で処 理 す る こ とに よ り, 染 色 体 倍 加 を

行 えば直 ち に ホ モ 個 体 (純 系個 体 ) を得 る こ とが 可 能 な た め ,有 用
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形 質 の座 乗 染 色 体 の 同 定 や 核 型 分 析 な どの 遺 伝 子 解 析 や 計 画 育 種 を

進 め るた め の 重 要 な 育 種 素 材 とな り得 る (Bajaj,1990;Ochatt･Zhang,

1996;Wan ら, 1989;1991;Wan･Widholm, 1995). 半 数 体 は , 多

くの場 合 , 受 精 卵 の 代 わ りに 卵 核 あ る い は 精 核 の み を含 む 半 数 性 細

胞 が 何 らか の機 構 で 単 為 生 殖 に よ り腔 を形 成 して 発 生 した もの で あ

り,Blakesleeら (1923)に よ りシ ロバ ナ ヨ ウ シ ュ チ ョ ウセ ン ア サ ガ

オ (DaturastramoniumL.)で 初 め て 発 見 され た .そ れ 以 降 ,タバ コ,

トマ ト, トウモ ロ コ シ , オ オ ム ギ , コ ム ギ お よび イ ネ な どの 多 くの

植 物 で 発 見 され た (Humphrey,1934;Kimber･Riley,1963;Morinaga･

Fukushima, 1934). しか しな が ら, 自然 発 生 に お け る 半 数 体 は , 雌

性 発 生 で 0.1%,雄 性 発 生 で 0.01%程 度 で あ り, そ の 出 現 頻 度 は極 め

て低 い た め ,近 年 で は ,半 数 体 を効 率 的 に 作 出 す る た め に ,薪 培 養 ,

花 粉 培 養 ,遠 縁 交 雑 ,未 受 精 腔 珠 培 養 お よび X 線 や †線 な どの 放 射

線 を照 射 した 不 活 化 花 粉 を利 用 す る偽 受 精 胚̀ 珠 培 養 な ど様 々 な 手 法

が試 み られ て い る (Kurtarら,2002;Ochatt･Zhang,1996;Satoら,

2000;Sulistyaningsihら,2002; Wenzelら, 1976). これ ま で に ナ

ス科 , ア ブ ラナ 科 お よび イ ネ 科 を は じめ とす る草 本 植 物 を 中 心 に ,

40科 100属 250種 以 上 の植 物 で 半 数 体 が 確 認 され て い る (Bongaら,

1987;Foroughi-Wehr･Wenzel, 1989;Sangwan-Norreel ら, 1986).

さ らに , 草 本 性 植 物 で は , 半 数 体 植 物 を用 い , 減 数 分 裂 に お け る染

色 体 行 動 な どの 細 胞 遺 伝 学 的 解 析 , 耐 寒 性 や 耐 乾 性 , 耐 病 性 な どの

遺 伝 解 析 ,Fl育 種 に よ る 品 種 育 成 な ど多 岐 に わ た っ て 利 用 され て い

る(Kanekoら,2003;Lotfiら,2003;Qu･Hancock,2002;Sulistyaningsih

ら,2002;Toscaら, 1995;Yanら,2000).

一 方 , 果 樹 で は , モ モ , リン ゴ , ナ シ , ブ ル ー ベ リー , キ ウイ フ
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ル ー ツ お よ び バ ナ ナ な どで 半 数 体 が 作 出 され て い る (Assani ら,

2003;Bouvierら,2002;Chalak･Legave,1996;Dweikat･Lyrene,

1990;Hesse,1971;Ochatt･Zhang,1996;Pandeyら,1990;Zhang･

LesplnaSSe, 1991). ま た , カ ン キ ツ類 で は , Karasawa (1971) が ナ

ツ ダイ ダ イ (C.natsudaidaiHayata)の 種 子 に X線 を 照 射 す る こ とに

よ り初 め て 半 数 体 を 育 成 した . そ の 後 , 薪 培 養 に よ りカ ラ タ チ [p.

trifoliata(L.)Raf.](Hidakaら,1979),シ キ キ ツ (C.madurensisLour.)

(Chen ら, 1980) お よび ク レメ ン テ イ ン (C.clementina hort.ex

Tanaka) (Germana･Chiancone,2003) の 半 数 体 が 獲 得 され て い る .

Oiyama･Kobayashi(1993)は ,ク レメ ンテ イ ン と `リー '[C.clementina

hort.exTanakaX(C.reticulataBlancoXC.paradisiMacf.)] に ナ ル ト

(C.medioglobosahort.exTanaka) × 四倍 体 フナ ドコ (C.funadoko

hort.exTanaka)か ら得 られ た 三 倍 体 雑 種 を 交 配 す る こ とに よ り,雌

性 配 偶 子 由来 の 半 数 体 を獲 得 して い る .Germana･Chiancone(2001)

も ま た 三 倍 体 グ レー プ フ ル ー ツ 品 種 で あ る オ̀ ロ ブ ラ ン コ ' (C.

grandisOsbeckXC.paradisiMacf.) を ク レメ ンテ イ ン に試 験 内 で 交

配 す る こ とに よ り,ク レメ ンテ イ ン の 半 数 体 の誘 導 に成 功 して い る.

しか しな が ら, これ らの 半 数 体 は , 二 倍 体 と比 較 して , 樹 勢 が極 め

て 弱 く, 初 期 成 育 が 貧 弱 で あ るた め , 獲 得 され て もす ぐに枯 死 す る

ものや ほ とん ど成 長 しな い もの が 多 い . そ の た め , 果 樹 の 半 数 体 は

草 本 性 植 物 の 半 数 体 の よ うに遺 伝 解 析 や 品 種 改 良 に利 用 され る ど こ

ろか ,形 態 や 生 殖 機 能 な どに 関す る基 礎 的 情 報 も ほ とん どな い .

最 近 ,Toolapongら (1996)は ,ブ ン タ ン 品 種 で あ る 晩̀ 白柚 ' (C.

grandisOsbeck) と ル̀ ビー レ ッ ド'グ レー プ フル ー ツ との 二 倍 体 間

交雑 か ら得 られ た 小 粒 種 子 を播 種 し, 三 倍 体 を選 抜 す る過 程 で 半 数
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体 を 1個 体 獲 得 した .この 半数 体 ブ ン タ ン は ,ロゼ ッ ト状 の形 態 で ,

初 期成 長 が 貧 弱 で , これ ま で に育 成 され た 半 数 体 植 物 と同様 な成 長

を示 した が , カ ラ タチ 台 に高接 ぎす る と旺 盛 に成 長 し,発 芽 7年 目

に初 めて 開花 し, そ れ か ら 3年 後 に結 実 した .

そ こで本 研 究 で は ,Toolapong ら (1996) に よ っ て 育 成 され た 半

数 体 ブ ン タ ン を用 い , 第 - に , カ ン キ ツ類 に お け る半 数 体 植 物 の基

礎 的情 報 を得 るた め に ,莱 ,花 ,花 粉 お よび 果 実 の 形 態 を調 査 した .

さ らに , 半数 体 ブ ン タ ンの倍 数 性 が維 持 され て い るか を調 査 す るた

めに , フ ロー サ イ トメー ター と染 色 体観 察 に よ り葉 , 花 お よび 果 実

な どの様 々 な器 官 お よび組 織 の倍 数 性 を調 査 した . 第 二 に , 半数 体

ブ ン タ ン にお け る雌 性 お よび 雄 性 配 偶 子 の 生 殖 機 能 を評 価 す るた め

に, 半数 体 と種 々 の 二倍 体 カ ン キ ツ品種 との 交 雑 を行 い ,得 られ た

実 生 の倍 数 性 と雑 種 性 を解 析 した . 第 三 に , 半 数 体 ブ ン タ ンの雌 性

お よび雄 性 配 偶 子 にお け る減 数 分 裂 過 程 につ い て 詳 細 な細 胞 遺 伝 学

的解 析 を行 い , そ の形 成 過 程 を調 査 した . 第 四 に , 半 数 体 ブ ン タ ン

の新 梢 の膳 芽 - コル ヒチ ン処 理 を行 い , 遺 伝 解 析 や 計 画 育 種 な どに

重 要 な材 料 とな る倍 加 半数 体 の 作 出 を試 み た .
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第 1章 半 数 体 ブ ン タ ン の形 態 的 特 徴

緒 言

半数 体植 物 は , 一 般 的 に , 二倍 体 と比 べ て 細 胞 が 小 さ く,器 官 も

矯 小 化 し, 生 育 も貧 弱 で か つ 高 い 不 稔 性 を示 す . 果 樹 に お い て も,

リン ゴ, ナ シお よび モ モ の バ ラ科 果 樹 , バ ナ ナ , キ ウイ フル ー ツお

よび ブル ー ベ リー な どで 半数 体 が獲 得 され て お り, そ れ らの形 態 的

特徴 と して ,二倍 体 と比 べ ,極 め て貧 弱 な成 長 を示 し,節 間 が短 く,

葉 が小 さ く, 細 長 くな る こ とが報 告 され て い る (Assaniら,2003;

Bouvierら,2002;Chalak･Legave,1996;Dweikat･Lyrene, 1990;

Hesse,1971;Horfer･LesplnaSSe,1996;Ochatt･Zhang,1996;Pandey

ら, 1990;Zhang･LesplnaSSe, 1991). 一 般 的 に , 永 年 作 物 で あ る

果樹 は,播 種 か ら開花 結 実 に至 る ま で長 年 月 を必 要 とす るが , 半数

体 の成 長 は極 め て 貧 弱 な た め , 半数 体 の ま ま で 開 花 に 至 る こ とは非

常 にまれ で あ り, これ ま で に 開花 結 実 が確 認 され て い るの はモ モ の

み で あ る (Hesse, 1971;Pooler･Scorza, 1995a). した が っ て , 果

樹 の半数 体 にお け る花 ,花 粉 お よび 果 実 の形 態 的 特 徴 に 関す る情 報

は ,草本 性 植 物 の 半 数 体 と比 較 して非 常 に少 な い .

カ ンキ ツ類 の 半 数 体 につ い て は ,Karasawa (1971) が ナ ツ ダイ ダ

イ の種 子 に X線 を照 射 す る こ とに よ り育 成 した の が 最 初 で あ る.そ

の後 , 薪 培 養 に よ りカ ラ タチ (Hidaka ら,1979), シ キ キ ツ (Chen

ら,1980)お よび ク レメ ンテ イ ン (Germana･Chiancone,2003) の 半

数 体 が獲 得 され て い る.ま た ,Oiyama･Kobayashi(1993)と Germana･

Chiancone(2001)は ク レメ ンテ イ ン に三 倍 体 を交 雑 す る こ とに よ り,
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雌 性 配 偶 子 由来 の 半 数 体 を獲 得 して い る. しか しな が ら, これ らの

半数 体 は , 二 倍 体 と比 較 して ,樹 勢 が極 め て 弱 く, 初 期 成 育 が貧 弱

で , ほ とん ど成 長 しな い た め , 開花 結 実 ま で 至 っ て い な い .

最 近 ,Toolapong ら (1996) は , ブ ン タ ン 品 種 で あ る 晩̀ 白柚 '

と ル̀ ビー レ ッ ド' グ レー プ フル ー ツ との 二 倍 体 間 交 雑 か ら得 られ

た小粒 種 子 を播 種 し, 三 倍 体 を選 抜 す る過 程 で 半 数 体 を 1個 体 獲 得

した . ま た , 春 崎 (1996) は , この 半数 体 ブ ン タ ンの発 生 起 源 につ

い て アイ ソザ イ ム分 析 や Randam amplifiedpolymorphicDNA(RAPD)

分析 に よ り解 析 し,雌 性 配 偶 子 単独 に発 生 した もの で あ る こ とを 明

らか に した . 半 数 体 ブ ン タ ンは , ロゼ ッ ト状 の形 態 で , 初 期 成 長 が

貧 弱 で , これ ま で 育 成 され た 半数 体植 物 と同様 な成 長 を示 した が ,

カ ラ タチ 台 に 高接 ぎす る と旺 盛 に成 長 し (Fig.ト la),発 芽 7年 目に

初 めて 開花 し(Figs.1-1b),そ れ か ら 3年 後 に結 実 した (Figs.1-lc).

そ こで本 章 で は , カ ン キ ツ類 にお け る半 数 体 植 物 の 基 礎 的 情 報 を

得 るた め に , この 半 数 体 ブ ン タ ン にお け る葉 , 花 , 花 粉 お よび 果 実

の形 態 を調 査 した . さ らに , 半数 体 ブ ン タ ン の倍 数 性 が維 持 され て

い るか を調 査 す るた め に , フ ロー サ イ トメー ター と染 色 体観 察 に よ

り葉 ,花 お よび 果 実 な どの様 々 な器 官 お よび 組 織 の倍 数 性 を調 査 し

た .

材 料 お よび 方 法

材 料 に は , 九 州 東 海 大 学 農 学 部 果 樹 園 芸 学 研 究 室 温 室 栽 植 の接 木

5-8年 生 の Toolapongら (1996) に よ っ て 育 成 され た 半 数 体 ブ ン タ

7



ン と熊 本 県 八 代 市 カ ン キ ツ栽 培 農 家 春 崎 清 登 氏 果 樹 園 栽 植 の 約 10

年 生 の 晩̀ 白柚 ' を供 試 した .

形 態 調 査 は ,莱 ,花 ,花 粉 お よび 果 実 につ い て行 っ た .す な わ ち,

葉 につ い て は ,葉 身 長 ,葉 幅 ,葉 身 形 指 数 ,翼 葉 長 ,翼 葉 幅 ,葉 長 /

翼葉 長 , 単位 面 積 あ た りの葉 重 お よび 気 孔 の 縦 径 と横 径 の 9項 目に

つ い て調 査 した .花 につ い て は ,全 幅 ,花 弁 数 ,花 弁 の 縦 径 と横 径 ,

雌 ず い数 ,雌 ず い長 , 子 房 の縦 径 と横 径 , 腫 珠 数 お よび 雄 ず い 数 の

8項 目につ い て調 査 した .花 粉 は ,1薪 あ た りの 花 粉 数 ,乾 燥 花 粉 の

縦径 と横 径 ,花 粉 形 指 数 お よび 花 粉 稔 性 の 4項 目につ い て調 査 した .

なお ,花 粉 の微 細 構 造 の観 察 につ い て は , 開 花 直 前 の 花 菅 か ら取 り

出 した薪 を常 法 に よ り関 前 し,乾 燥 した花 粉 を イ オ ン コ一 夕- (IB-3,

EIKO EngineeringCo.,Ltd.,Tokyo) で金 蒸 着 した 後 , 走 査 型 電 子 顕

微 鏡 (ALPHA-30A,ABTCo.,Ltd.,Tokyo) で観 察 した . ま た , 花 粉

稔性 は , 開 花 直 前 の 花 菅 か ら取 り出 した 薪 を 常 法 に よ り開 薪 し, 乾

燥 した花 粉 を 1%ア セ トカ ー ミン に よ る染 色 と寒 天 培 地 上 で の発 芽

試 験 に よ り評 価 した .発 芽試 験 は ,10% ス ク ロー ス お よび 1%寒 天 を

添加 した寒 天 培 地 を用 い ,25℃ ,暗 黒 条 件 下 で 10時 間培 養 し,光 学

顕微 鏡 を用 い て発 芽 率 を調 査 した . な お , 花 粉 稔 性 調 査 は , そ れ ぞ

れ 3反 復 行 い ,1反 復 あ た り 1000個 以 上 の 花 粉 を調 査 した .果 実 に

つ い て は ,果 実 重 , 果 実 の 縦 経 と横 径 , 果 形 指 数 , 室 数 ,砂 じ ょ う

の長 さ と重 さ, 完 全 種 子 と不 完 全 種 子 数 , 1果 実 あ た りの 完 全 種 子

数 お よび 完 全 種 子 出現 頻 度 の 11項 目につ い て 調 査 した . な お ,莱 ,

花 お よび 花 粉 は 2001年 5月 に ,果 実 は 2004年 12月 に調 査 した .ま

た ,半数 体 ブ ン タ ン の果 実 は 1反 復 の み で あ る が ,残 りはす べ て 10

反 復 ず つ 調 査 した .
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半数 体 ブ ン タ ンの倍 数 性 が維 持 され て い るか を確 認 す るた め に ,

フ ロー サ イ トメー ター (EPICSXL;BeckmanCoulter,Inc.,CA,USA)

に よ る方 法 と酵 素 解 離 に よ る染 色 体 観 察 法 を適 用 した . フ ロー サ イ

トメー ター に よ る解 析 で は ,春 崎 ら (2000) の方 法 に従 い , 半数 体

ブ ン タ ンの葉 , 花 (が く片 ,花 弁 お よび 花 糸 ) お よび 果 実 (砂 じょ

う, アル ベ ドお よび フ ラベ ド) の各 器 官 と組 織 を用 い た . なお , 対

照 区 と して 晩̀ 白柚 'の成 葉 を供試 した .採 取 した試 料 50mgに 2mL

choppingbuffer[25mg･L~lpropidium iodide (PI), 50mM Na2SO3,

140mM 2-メル カ プ トエ タ ノー ル , 1% Triton X-100,50mM トリス

塩 酸 ,pH 7.5] を加 え , シ ャー レ上 にお い て 約 5分 間 細 か く刻 み ,

ミラ ク ロス (MerckKGaA,Drarmstadt,Germany) で ろ過 した . ろ液

を遠 心 分 離 (12,000rpm,3分 間) し, 上 清 を除 去 した 後 , 沈 殿 物 を

550LILchoppingbufferと混 合 し, よ く懸 濁 した . さ らに , 測 定 直 前

に 5叫 Lの 500mg･L~lpI溶 液 を加 えて 混 合 した 後 ,フ ロー サ イ トメ

ー ター で 10,000個 の核 の蛍 光 強 度 に よ り倍 数 性 の判 定 を行 っ た .

また , 一 部 修 正 した Fukui(1996) の酵 素 解 離 に よ る染 色 体観 察

法 を適 用 し, 半 数 体 ブ ン タ ンの幼 葉 の染 色 体 数 を調 査 した .す な わ

ち,幼 葉 の先 端 0.5cm を採 取 し,2mM 8-ヒ ドロキ シ キ ノ リンで 4℃ ,

6時 間前 処 理 後 , 固 定 液 (ェ タ ノー ル :酢 酸 -3:1) で 4℃ , 12時

間 固定 した . 固 定 後 ,根 端 を蒸 留 水 で 1時 間水 洗 し, 固 定 液 を取 り

除 き,2%セ ル ラー ゼ "オ ノズ カ "RS(YakultPharmaceuticallnd.Co.,

Ltd.,Tokyo),1%マ セ ロザ イ ム R-200(YakultPharmaceuticallnd.Co.,

Ltd.,Tokyo),0.3%ペ ク トリアー ゼ Y-23 (KyowaChemicalProducts

Co.,Ltd.,Osaka) お よび 200mM EDTA を含 む 酵 素 液 を用 い ,根 端 を

37℃ , 10 分 間酵 素 解 離 した .解 離 後 ,根 端 を プ レパ ラー トに移 し,
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固定液 を加 え展 開 し,染 色 体標 本 を作 成 した . プ レパ ラー トを室 温

で乾燥 させ た後 ,2%ギ ムザ液 で 30分 間染 色 した . プ レパ ラー トを

蒸 留水 で水 洗 し, 乾 燥 させ た後 ,光 学 顕 微 鏡 を用 い て染 色 体 を観 察

した.

結 果 お よび 考 察

半数 体 ブ ン タ ン と 晩̀ 白柚 'の葉 の形 態 を比 較 した結 果 (Tablel-1),

葉 身長 と葉 幅 は 晩̀ 白柚 'が それ ぞ れ 143.8mm と 82.9mm で あ った

の に対 し,半数 体 ブ ン タ ンで は それ ぞれ 108.6mm と 54.1mmで あ り,

有意 に小 さか った . ま た ,葉 身 長 /葉 幅 よ り求 め た菓 身 形 指 数 よ り,

半数 体 ブ ン タ ンの葉 は 晩̀ 白柚 ' と比 較 して ,細 長 くな る傾 向 が認

め られ た (Fig.ト 2).単位 面積 あた りの 半数 体 ブ ン タ ン と 晩̀ 白柚 '

の菓 重 は ,そ れ ぞれ 22.0mg/cm2 と 34.8mg/cm2で あ り, 晩̀ 白柚 'と

比較 し, 半数 体 ブ ン タ ンの葉 は有 意 に軽 く, 薄 か っ た .気 孔 の大 き

さにつ い て も, 晩̀ 白柚 'の気 孔 の縦 径 と横 径 が そ れ ぞれ 22.2pm と

19.6Ltm で あ っ た の に 対 し, 半 数 体 ブ ン タ ン の そ れ らは そ れ ぞ れ

17.Opm と 15.1pm で あ り,̀晩 白柚 'と比 較 して有 意 に小 さか った(Fig.

ト 3).半数 体 ブ ン タ ン と 晩̀ 白柚 'の花 の形 態 を比 較 した結 果 (Fig.

1-4,Tablel-2),完 全 に開花 した ときの 大 き さを表 す 全 幅 で は, 晩̀

白柚 'が 56.9mm で あ った の に対 し,半数 体 ブ ン タ ンで は 30.7mm と

晩̀ 白柚 'の約 1/2程 度 で あ った .ま た ,花 弁 数 は , 晩̀ 白柚 'で平

均 4.8枚 とほ とん どの花 が 5枚 で あ った の に対 し, 半数 体 ブ ン タ ン

の平均 は 4.1枚 と,4枚 の花 が 多 く,花 弁 が奇 形 とな っ て い る もの
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も多 く観 察 され た .ま た ,半数 体 ブ ン タ ンの花 弁 と雌 ず い は , 晩̀ 白

柚 ' と比 較 して 小 さ く,雄 ず い と腔 珠 数 も 晩̀ 白柚 ' に比 べ 少 な か

った .

一般 的 に ,果 樹 の 半数 体 は 二倍 体 と比 べ 極 め て 貧 弱 な成 長 を示 し,

葉 や 花 が小 さ くな る傾 向 が あ る (Chalak･Legave, 1996;Dweikat･

Lyrene, 1990;Horfer･LesplnaSSe, 1996;Pooler･Scorza, 1995a;

Toyama,1974;Zhang･Lespinasse,1991).oiyama･Kobayashi(1993)

は, ク レメ ンテ イ ン と リ̀ー ' か ら得 られ た 半 数 体 の形 態 を二倍 体

と比 較 した と こ ろ , 半数 体 の初 期 成 長 が 非 常 に遅 く,節 間 が 短 くな

り,葉 が 細 長 くな っ た こ とを報 告 して い る. モ モ (Toyama,1974),

リン ゴ (Lespinasse･Godicheau,1980;Zhang･Lespinasse,1991) お

よび キ ウイ フル ー ツ (Chalak･Legave,1996)の 半数 体 も二 倍 体 と比

較 して ,節 間 が 短 く,葉 が 細 長 い特 徴 を有 す る こ とが 報 告 され て い

る. ま た , 果 樹 の 半 数 体植 物 の 開花 は非 常 に まれ で は あ るが , モ モ

で花 の形 態 的 特 徴 につ い て報 告 され て い る (Pooler･Scorza,1995a).

Pooler･Scorza (1995a) は , 半 数 体 モ モ は , 二 倍 体 と比 較 して小 さ

な花 をつ け , わず か な が らの花 粉 を形 成 して い た こ とを報 告 して い

る.本 実 験 で調 査 した 半数 体 ブ ン タ ン も同様 の 形 態 を示 して お り,

果 樹 の半数 体 は , 二 倍 体 と比 較 して初 期 成 長 が 遅 くな る他 ,節 間 が

短 くな る こ と, 葉 が 細 長 くな る こ と, 花 が 小 さ くな る こ と,花 粉 の

生産 量 が 著 し く減 少 す る こ とな どの 特 徴 を有 す る こ とが推 測 され た .

次 に, 半数 体 ブ ン タ ン と 晩̀ 白柚 ' の花 粉 の形 態 を比 較 した結 果

(Tablel-3), 1薪 あ た りの花 粉 数 は , 晩̀ 自柚 ' が約 63,000個 で あ

った の に対 し,半 数 体 ブ ン タ ンは約 9,000個 と,著 し く少 な か っ た .

乾燥 花 粉 の縦 径 と横 径 は , 晩̀ 白柚 ' が 37.3pm と 26.3pm で あ っ た
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の に対 し, 半数 体 ブ ン タ ン は 25.4pm と 22.OLtm で あ り, 晩̀ 白柚 '

と比 較 して 有 意 に小 さか っ た .ま た ,縦 径 /横 径 よ り求 め られ た花 粉

形 指 数 よ り, 半 数 体 ブ ン タ ンの花 粉 は 晩̀ 白柚 ' と比 較 して 丸 くな

る傾 向が認 め られ た . 乾 燥 花 粉 の微 細 構 造 を走 査 型 電 子 顕 微 鏡 で観

察 した結 果 (Fig.1-5), 晩̀ 自柚 'の そ れ は発 芽 溝 が 明 瞭 で楕 円形 の

もの が 多 か っ た が , 半 数 体 ブ ン タ ンの そ れ は 不 稔 性 花 粉 と推 定 され

る赤 血 球 状 の つ ぶ れ た形 態 を した もの が 多 く観 察 され た .花 粉 稔 性

は, 晩̀ 白柚 'の染 色 率 お よび 発 芽 率 が そ れ ぞ れ 98.0%と 88.6%で あ

った の に対 し, 半 数 体 ブ ン タ ンの そ れ らは 1.6% と 0.4%で あ り, 著

しく低 か っ た が ,わ ず か な が らに稔 性 花 粉 が認 め られ た (Fig.1-6).

アセ トカ ー ミン に よ る染 色 後 の 半数 体 ブ ン タ ン と 晩̀ 白柚 ' の花 粉

の大 き さを比 較 した結 果 (Fig.1-7), 晩̀ 白柚 ' の稔 性 花 粉 は 3叫 m

付 近 に多 く分 布 した の に対 し, 半数 体 ブ ン タ ン の そ れ らは 35LLm 付

近 に多 く分 布 して お り,や や 大 きか っ た .

セ イ ヨ ウア ブ ラナ , モ モ , トマ トお よび トウガ ラ シ な どの 半 数 体

で は稔 性 の あ る花 粉 が確 認 され て い る (Hesse,1971;Craneら,1982;

Veilleux, 1985; Pooler･Scorza, 1995a;Yanら,2000).特 に , ト

ウガ ラ シの 半数 体 で は , アセ トカ ー ミン染 色 に よ る稔 性 花 粉 の 出現

頻 度 が約 10%と, 比 較 的 高 か っ た こ とが 報 告 され て い る (Yan ら,

2000).ま た ,モ モ と トウガ ラ シ にお い て ,半 数 体 と二 倍 体 の アセ ト

カー ミンで 染 色 され た稔 性 花 粉 の 大 き さが ほ ぼ 同 じで あ っ た こ とが

報告 され て い る (Hesse,1971;Pooler･Scorza,1995a;Yanら,2000).

半数 体 ブ ン タ ンで は , アセ トカ ー ミンで染 色 され た 稔 性 花 粉 が 晩̀

白柚 'よ りや や 大 き く,花 粉 稔 性 が 1.6%と, トウガ ラ シや モ モ と比

較 して低 か っ た .
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半数 体 ブ ン タ ン と 晩̀ 白柚 'の果 実 の形 態 を比 較 した 結 果 (Fig.1-8,

Table1-4), 晩̀ 白柚 'の果 実 重 が約 1,800gで あ っ た の に対 し,半数

体 ブ ン タ ンは 200g程 度 で あ り, 非 常 に小 さ くな っ て い た . 室 数 は ,

晩̀ 白柚 'が 15.6個 で あ っ た が ,半数 体 ブ ン タ ン で は 9.0個 で あ り,

晩̀ 白柚 ' の約 1/2程 度 で あ っ た .砂 じ ょ うの 大 き さを測 定 した結

果 ,半数 体 ブ ン タ ン は , 晩̀ 白柚 'よ り小 さ くな り,軽 くな っ て い た

(Fig.1-9).一 方 ,種 子 につ い て は , 晩̀ 白柚 'で は 1果 実 あ た りの

種 子 数 は 96.8個 で あ り, 100粒 程 度 の完 全 種 子 を有 して い た が , 半

数 体 ブ ン タ ンの果 実 で は完 全 種 子 は お ろ か 不 完 全 種 子 も確 認 され ず ,

全 く種 子 が形 成 され て い な か っ た .

果 樹 に お け る 半 数 体 の 果 実 特 徴 に 関 す る報 告 は モ モ の み で あ る

(Hesse, 1971;Pooler･Scorza, 1995a).Hesse (1971) は ,2系 統

のモ モ の 半 数 体 の果 実 特 徴 につ い て 二倍 体 と比 較 して 非 常 に小 さか

った こ とを報 告 して い る. 一 方 ,pooler･Scorza (1995a) は , モ モ

の 半数 体 7系 統 を調 査 し,7系 統 中 5系 統 が 二 倍 体 と比 べ 非 常 に小

さい果 実 を生 産 した が , 2 系 統 で は大 き な果 実 を生 産 し,発 芽 能 力

の あ る種 子 を形 成 した こ とを報 告 して い る. 半 数 体 ブ ン タ ンの果 実

で は,起 源 親 で あ る 晩̀ 白柚 ' と比 べ 小 さ く, 種 子 は全 く形 成 され

な か った . 起 源 親 で あ る 晩̀ 白柚 ' は まれ に種 子 の な い 果 実 を生 じ

る こ とか ら, 半数 体 ブ ン タ ン に着 生 した 果 実 は 単 為 結 果 した もの と

推 定 され る.

次 に , 半数 体 ブ ン タ ン の 半 数 性 が維 持 され て い るか ど うか を葉 ,

花 お よび果 実 の 各 器 官 お よび 組 織 につ い て , フ ロー サ イ トメー ター

で解 析 した結 果 (Fig.1-10), 半数 体 ブ ン タ ン の葉 , が く片 , 花 弁 ,

花 糸 と もに相 対 蛍 光 強 度 が 晩̀ 白柏 ' と比 較 して約 半 分 で あ り, 半
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数性 を示 した . ま た ,果 実 にお いて も砂 じょ う, アル ベ ドお よび フ

ラベ ドともに半数 性 の相 対 蛍 光 強度 で あ った . さ らに, 半数 体 ブ ン

タンの様 々 な位 置 の枝 にお け る幼 葉 の染 色 体数 を観 察 した結 果 (Fig.

1-1d),調 査 したす べ て の細胞 は 9本 の染 色 体 を有 して い た .これ ら

の結果 よ り,本 半数 体 は半数 性 を 2004 年 ま で維 持 して い る こ とが

明 らか とな った . 半数 体植 物 は 自然 倍加 す る こ とが報 告 され て い る

(wenzel,1976). カ ンキ ツ類 にお い て も,薪 培 養 か ら多 くの二倍 体

や細胞 キ メ ラの植 物 体 が発 生 して い る (Chenら, 1980;Hidakaら,

1982;Hidaka,1984;Germana･Chiancone,2003).さ らに,Yamamoto･

Tominaga (2004) は, 半数 体 ク レメ ンテ イ ンか ら半数 体 と二倍 体 の

細胞 キ メ ラの芽 条 変 異 が発 生 した こ とを報 告 して い る.本 実験 の材

料 で あ る半数 体 ブ ン タ ンは 2004年 ま で で は あ るが ,調 査 したす べ て

の器 官 ,組 織 で 半数 性 を維 持 してお り, 自然 倍 加 を起 こ しに くい系

統 ではな い か と考 え られ る.

摘 要

カ ンキ ツ類 にお け る半数 体植 物 の基 礎 的情 報 を得 るた め に, ブ ン

タン品種 で あ る 晩̀ 白柚 'か ら得 られ た 半数 体 ブ ン タ ンにお け る葉 ,

花 ,花粉 お よび果 実 の形 態 を調 査 した . ま た , 半数 体 ブ ンタ ンの倍

数性 が維 持 され て い るか を調 査す るた め に, フ ロー サ イ トメー ター

と染色 体観 察 に よ り葉 ,花 お よび果 実 な どの様 々 な器 官 お よび組 織

の倍数性 の解 析 を行 った .

半数 体 ブ ン タ ンの葉 ,花 お よび花 粉 は , 晩̀ 白柚 'と比 較 して有意

14



に小 さ く,奇 形 の 花 が 多 く観 察 され た . 半 数 体 ブ ン タ ン の花 粉 稔 性

につ い て調 査 した結 果 , 晩̀ 白柚 'と比 較 して 著 し く低 か っ た が ,わ

ず か な が らに稔 性 が認 め られ た . 一 方 , 果 実 は 晩̀ 白柚 ' と比 べ ,

1/9 程 度 の 重 さで あ り, 非 常 に小 さ くな っ て い た . ま た ,種 子 の形

成 は認 め られ な か っ た .

次 に , 半数 体 ブ ン タ ンの葉 , 花 お よび 果 実 の 各 器 官 ,組 織 を フ ロ

ー サ イ トメー ター で解 析 した結 果 , 半 数 体 ブ ン タ ン の葉 , が く片 ,

花 弁 ,花 糸 ,砂 じ ょ う, アル ベ ドお よび フ ラベ ドの相 対 蛍 光 強 度 が

晩̀ 白柚 ' の 半 分 とな り, す べ て の器 官 お よび 組 織 で 半 数 性 を示 し

た . さ らに , 半数 体 ブ ン タ ンの幼 葉 の染 色 体 数 を観 察 した 結 果 ,調

査 したす べ て の 細 胞 にお い て 9本 の染 色 体 が確 認 され た . これ らの

結 果 よ り, この 半 数 体 ブ ン タ ン は調 査 した す べ て の器 官 お よび 組 織

にお い て 半 数 性 を維 持 して い る こ とが 明 らか とな っ た .
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Fig.1-1.Thehaploidpummelofiomsmallseed-derivedseedlingsinthecross
between'Banpelyu'pu… eloand'RubyRed.grapefruit.
a:Sevenyear-oldhaploidtree.BaF30cm.
b:Flowersofthehaploid.Bar-3cm.
C:Fmitofthehaploid.BaF5cm･
d:Somaticchromosomesofayoungleafcell(2n-X-9).Bar-10LIm.
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Fig.112MorphologlCalcharacteristicsofleavesinthehaploidpurrmlelo
and-Banpelyu-pummelo.Bar-5cm.
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Fig.1-3.Mo叩hologicalcharacteristicsorstomatainthehaploidpummelo(a)
and'Banpeiyu'pummelo(b).Bars-50pm･
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Fig.114.MoIphologlCalcharactehsticsofRowersinthehaploidpummeIo
andlBanpelyulpummelo.Bars-5cm,
a:WholeRower.b:Pistil,petal,andstamen.
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Fig.115.ScarmingelectronmiCrographsofpoIIengrainsinthehaploidpurrmelo(a)
and'Banpeiyu'pummelo(b).Bars-30llm.
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Fig.1-6.Pollengrainsstainedby1%acetocamineinthehaploidpu… elo(a)
andlBanpeiyu'pummelo(b).Bars-50pm.
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Fig･117･Comparisonofthediam eterofthefTertilepollengrainsinthehaploidpummeloandlBanpelyu-pummelo.



Fig.1-8.MorphologlCalcharacteristicsofhlitsinthehaploidpummelo
and●Banpelyu-pum elo.Bars-5cm.
a:Wnolefhlit.b:Crosssection.
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Fig.I-9.MorphologlCalcharacteristicsofjulCeSacinthehaploidpu… elo
and'BanpelyurPumm elo.Bar-5cm.
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Fig.1-10.Flowcytometryanalysisofaleaf,flower,and斤uitinthehaploidpummelo.
a:Leafof'Banpeiyu'pummelo(control),b:Leaf,C:Sepal,d:Petal,
e:Filament,∫:Juicesac,g:Albedo,h:Flavedo.
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Table1-1.ComparisonofthemorphologlCalcharacteristicsofleavesinthehaploidpummeloand'Banpelyu'pummelo.

Leafblade(mm)

Strains

Length Width

shape index Wingleaf(mm) shapeindex Leafweight Stomata(pm)

ofleafbladey Length Width Ofwingleafv (mg/cm2) Length Width

Haploid 108.6bz 54･lb 2･Oa 24･6b 16.1NSx l･7NS 22･Ob 17･Ob 15･lb

'Banpelyu'pummelo 143.8a 82･9a l･7b 31･2a 22･1 1･5 34.8a 22.2a 19.6a

zDifferentlettersrepresentslgnificantdifferencesinTukey'smultiplerangetest,1%level･

yLengthofleafblade/Widthofleafblade･

xNon-slgnificance･

wLengthofwingleaf/Widthofwingleaf･



Tablell2.ComparisonofthemorphologlCalcharacteristicsofflowersinthehaploidpumm eloand.Banpelyu'pummelo.

Strains
Diameter No.of

(mm) petal

Petal(mm) ､T__P Lengthof Ovary(mm)

pis t i l

Length Width r l州 1 (mm) Length Width

No.of No.of

ovule stamen

Haploid 30.7bz 4.1b 17.3b 10.9b 1.ONSy 11.Ob 4.2b 4.Ob 66.8b 29.Ob

■Banpelyu-pummelo 56.9a 4.8a 36.3a 24.3a 1.0 20.6a 8.6a 9.5a 213.Oa 43.la

zDifferentlettersrepresentsignificantdifferencesinTukeylsmultiplerangetest,1%level･

yNon-slgnificance･



Table1-3.Comparisonofthemorphologicalcharacteristicsofthepollengrainsintheh叩loidpummeloand'Banpelyu'pum elo.

Strains No･ofpollengrain Pollengrain(pm) shapeindexof Pollenfenility (%)

peranther Length Width POllengrainy stainability Invitrogermination

Haploid 8825bz

'Banpelyu■pummelo 63097a

25.4b 22.Ob 1.2b

37.3a 26.3a 1.4a

1.6b 0.4b

98.Oa 88.6a

zDifferentlettersrepresentslgnificantdifferencesinTukeylsmultiplerangetest,1%level･

yLengthorpollengrain/Widthorpollengrain･



Table1-4.ComparisonofthemorphologlCalcharacteristicsoffruitsinthehaploidpummeloand'Banpelyu'pummelo.

Strains
Av.f,ui.wt. Fru it(mm) shapeindexN｡.｡f Juicesac No･ofseed .聖 .._o!_. .%.of

developed developed
(g) T｡n̂ 1.､17;,l十T. Offruitz locule

Length Width ullluJL IUーulーLength(mm)Weight(mg) DevelopedUndevelopedseedsperfruity seeds

Haploid 201.0 86.1 86･1 1.00 9.0 9.7 18.9 0 0

-Banpelyu'pummelo 1834.5 206･6 165･0 1･25 15.8 16.5 76･5 968 30 96･8 97･0

zLengthoffruit/Widthof斤uit･

y(Developedseed/totalseed)×100.



第 2章 半数 体 ブ ン タ ンの 生 殖 機 能 の評 価

緒 言

半数 体植 物 の 中 に は , 半数 性 を維 持 した 状 態 で 開 花 し, 正 常 に機

能 す る花 粉 と卵 細 胞 を発 生 し,最 終 的 に は完 全 な種 子 を形 成 す る系

統 も存 在 す る. 草 本 性 植 物 で は , セ イ ヨ ウア ブ ラナ , トマ トお よび

トウガ ラ シ な どの 半 数 体 にお い て稔 性 の あ る配 偶 子 の形 成 が確 認 さ

れ て い る (Veilleux, 1985;Yan ら,2000;Zagorcheva ら, 1987).

特 に, トウガ ラ シ の 半数 体 で は ,稔 性 花 粉 の 出 現 頻 度 が約 10%で あ

った こ とが Yanら (2000) に よっ て報 告 され て い る. さ らに ,雌 性

配 偶 子 に も稔 性 が あ り,発 芽 能 力 の あ る種 子 が 得 られ , 二倍 体 の雑

種 後代 が獲 得 され て い る.

果 樹 で は , 半 数 性 を維 持 した ま ま 開花 結 実 した 例 は非 常 に少 な い

が , モ モ の い く つ か の 半 数 体 系 統 で 生 殖 機 能 が 評 価 され て い る

(Hesse,1971;Pooler･Scorza,1995a;Toyama,1974). Hesse(1971)

はモ モ の 半数 体 の 生 殖 機 能 を調 査 した と こ ろ , い ず れ の モ モ の 半数

体 も高 い 不 稔 性 を示 した が , い くつ か の 花 粉 が 正 常 に発 芽 し, そ の

花 粉 を二倍 体 に 交 配 を行 った と ころ ,着 果 が認 め られ た こ とを報 告

した. ま た ,pooler･Scorza (1995a) は 2系 統 の 半 数 体 のモ モ が放

任 授 粉 で正 常 な種 子 を形 成 した こ とを報 告 した . この よ うに , モ モ

の 半数 体 で は わず か で は あ るが ,雌 性 お よび 雄 性 配 偶 子 に稔 性 が あ

る こ とが確 認 され て い る.

一 方 ,Toolapong ら (1996) に よ っ て 育 成 され た 半 数 体 ブ ン タ ン

は,第 1章 にお い て そ の花 器 の形 態 につ い て調 査 した 結 果 , 多 くの
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奇 形 が観 察 され た . ま た , 半数 体 ブ ン タ ンの 花 粉 に お け る染 色 率 と

発 芽 率 を調 査 した 結 果 ,それ ぞれ 1.6%と 0.4%と極 め て 低 い もの の ,

わず か な が らに稔 性 花 粉 を形 成 して い る可 能 性 が認 め られ た .

そ こで本 章 で は , この 半 数 体 ブ ン タ ン にお け る雌 性 お よび 雄 性 配

偶 子 の生殖 機 能 を評 価 す るた め に , 半 数 体 ブ ン タ ン と種 々 の 二倍 体

カ ンキ ツ 品種 との 交 雑 を行 っ た . さ らに , RAPD 分 析 お よび ク ロモ

マ イ シ ン A3 (CMA)染 色 法 に よ り,これ らの 交 雑 か ら得 られ た 実 生

の雑 種 性 を解 析 した .

材 料 お よび 方 法

供試 材 料 に は ,半 数 体 ブ ン タ ン,̀ 晩 白柚 ',̀ 清 見 'タ ン ゴー ル (̀ 宮

川 早 生 ' ウン シ ュ ウ ミカ ン × `トロ ピタ 'ス イ ー トオ レン ジ), 南̀

風 '(̀ 清 見 'タ ン ゴー ル × フ̀ ェア チ ャイ ル ド'), 宮̀ 内 'イ ヨカ ン

(C.iyohort.exTanaka), 土̀佐 文 旦 '(CitrusgrandisOsbeck), 木̀

頭 'ユ ズ (C.ノ〟〃o∫hort.exTanaka), 川̀ 野 'ナ ツ ダ イ ダイ お よび ヒ

ュ ウガナ ツ (C.tamuranahort.exTanaka) の 成 木 を用 い , 半数 体 ブ

ンタ ンの 自家 受 粉 , 半数 体 ブ ン タ ン と二 倍 体 カ ン キ ツ 品種 お よび 二

倍 体 カ ン キ ツ 品種 と半 数 体 ブ ン タ ンの 交 雑 を行 っ た (Table2-1).

交雑 は ,5 月 中旬 の 開花 直 前 の花 を除雄 し, 綿 棒 で 受 粉 した後 ,

袋 をか け た .交 雑 した果 実 は ,11月 下 旬 に収 穫 し,果 実 重 と種 子 数

を調 査 した . そ の 後 , 種 子 に番 号 をつ け , それ ぞ れ に つ い て種 子 重

を測 定 した . さ らに , 二倍 体 品種 と半 数 体 ブ ン タ ン の 交 雑 か ら得 ら

れ たす べ て の 完 全 種 子 は ,種 皮 を取 り除 き ,25℃ の イ ン キ ュベ ー タ
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- 内 で湿 っ た滅 紙 上 に置 床 し,発 芽 させ た . ま た , 不 完 全 種 子 は ,

3.0%ス ク ロー ス ,0.5g･Lー1麦 芽 抽 出物 お よび 2.0g･L~1ジ ェ ラ ンガ

ム を添加 した MurashigeandTucker(MT,Murashige･Tucker,1969)

培 地 に置 床 し培 養 した .培 養 は いず れ も 25℃ ,40pmol･m-2･sec-1,

連 続 照 明 条 件 下 で行 っ た .

半数 体 ブ ン タ ン と二倍 体 カ ン キ ツ 品種 との 交 雑 か ら得 られ た 実 生

の倍 数 性 解 析 は , 第 1章 と同様 に フ ロー サ イ トメー ター に よ る方 法

と酵 素解 離 に よ る染 色 体観 察 法 を適 用 した .

さ らに , 清̀ 見 'と半 数 体 ブ ン タ ンの 交 雑 か ら得 られ た 実 生 1個 体

の雑 種 性 を解 析 す るた め に ,RAPD分 析 と CMA染 色 に よ る染 色 体 構

成 の調 査 を行 っ た .RAPD分 析 は , 清̀ 見 ' と半 数 体 ブ ン タ ンの 交 雑

か ら得 られ た 実 生 と そ の 両 親 の 幼 葉 を 採 取 し, そ れ ぞ れ の 幼 葉

200mgか ら, 全 DNA を CTAB法 (Doyle･Doyle,1987) に よ り抽 出

した . プ ラ イ マ ー に は , 10mer の ラ ン ダ ム プ ラ イ マ ー (Operon

Technologylnc.,CA,USA)4種 類 (OPA-7,OPA一日 ,OPA-12,OPB-18)

を使 用 した .polymerasechainreaction (PCR) の反 応 液 (25pL) の

組 成 は ,10mM Tris-HCl(pH8.0),80mM KCl,1.5mM MgC12,100LIM

dNTPs,0.3LIM プ ライ マ ー ,2.5UTthTaqDNApolymeraseお よび 10ng

DNA と した .DNAの増 幅 に は ,ASTECProgram ControISystem PC-700

(ASTEC Co.,Ltd.,Fukuoka) を使 用 し, 前 処 理 94℃ ･30秒 間 ,熱

変性 94℃ ･30秒 間 , ア ニ ー リン グ 37℃ ･2分 間 ,伸 長 反 応 72℃ ･3

分 間 で 35 サ イ ク ル と した . そ れ ぞ れ の サ ン プ ル は , 0.5mg･Lーl

Ethidium bromideを含 む 1.5%ア ガ ロー ス ゲル で 電 気 泳 動 後 ,紫 外 線

照射 下 でバ ン ドパ ター ン を観 察 した .

cMA染 色 に よ る染 色 体 構 成 の調 査 は ,第 1章 と同様 に酵 素 解 離 法
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に よ り 清̀ 見 ' と半 数 体 ブ ン タ ンの 交 雑 か ら得 られ た 実 生 とそ の 両

親 の プ レパ ラー トを作 成 後 , ギ ム ザ 液 で染 色 した . 光 学 顕 微 鏡 で染

色 体 の位 置 を確 認 した 後 ,70%エ タ ノー ル で 脱 色 した . 一 部 改 良 を

加 えた Beruら (2000) の方 法 に従 い ,0.1mg･L~l cMA で染 色 体 を

染 色 し, 落 射 蛍 光 顕 微 鏡 (BX51;OlympusCo.,Tokyo) を用 い て BV

励 起 で観 察 した . cMA 染 色 され た 染 色 体 は , Befu ら (2000) と

Yamamoto･Tominaga (2003) の分 類 に従 い , 蛍 光 の 強 い CMA (+)

領 域 の数 と位 置 に よ っ て識 別 した (Fig.2-1). す な わ ち ,染 色 体 の

両端 と動 原 体 付 近 に CMA (+)領 域 を有 す る もの を A型 ,染 色 体 の

一方 の腕 の端 部 と他 方 の腕 の 動 原 体 付 近 に CMA (+) 領 域 を有 す る

もの を B型 ,染 色 体 の 両端 に CMA (+) 領 域 を有 す る もの を C型 ,

染 色 体 の 一 方 の端 部 に CMA (+)領 域 を有 す る もの を D型 ,染 色 体

に CMA(+)領 域 が な い もの を E型 お よび 染 色 体 の 動 原 体 付 近 に CMA

(+)領 域 を有 す る もの を F型 と した .

結 果 お よび 考 察

半数 体 ブ ン タ ンの雌 性 お よび 雄 性 配 偶 子 の 生 殖 機 能 を評 価 す るた

め に, 半数 体 ブ ン タ ン と種 々 の 二倍 体 カ ン キ ツ 品種 間 で 交 雑 を行 っ

た (Table2-1).半数 体 ブ ン タ ン を種 子 親 と した 場 合 ,す べ て の 交 雑

組 合 せ にお い て 全 く着 果 が認 め られ な か っ た . 一 方 , 種 々 の二倍 体

カ ンキ ツ品種 に 半 数 体 ブ ン タ ンの花 粉 を交 雑 した 時 , す べ て の組 合

せ ,す な わ ち, 晩̀ 白柚 ', 清̀ 見 ', 南̀ 風 ', 宮̀ 内 'イ ヨカ ンお よび

` 土佐 文 旦 'で着 果 が認 め られ た .さ らに , 清̀ 見 ', 南̀ 風 ', 宮̀ 内 '
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イ ヨカ ンお よび 土̀佐 文 旦 'か らは 多 くの 完 全 種 子 とい くつ か の不

完 全種 子 が 得 られ た (Fig.2-2). 完 全 種 子 出現 率 は放 任 受 粉 区 と比

較 して それ ほ ど差 異 は認 め られ な か っ た が , 清̀ 見 ', 南̀ 風 ',̀ 宮 内 '

イ ヨカ ンお よび 土̀佐 文 且 'の 1果 実 あ た りの完 全 種 子 数 は , それ

ぞれ 4.7,5.1,0.2お よび 15.0個 で あ った . な お , 晩̀ 白柚 ' と半数

体 ブ ン タ ンの 交 雑 で は ,着 果 が認 め られ た もの の , そ の果 実 か らは

全 く種 子 は得 られ な か っ た .

半数 体 ブ ン タ ン を種 子 親 と した場 合 , 着 果 が 全 く認 め られ な か っ

た .有 葉 花 を用 い た の に もか か わ らず , 交 雑 2週 間 後 に はす べ て の

交雑 果 が落 下 した . この理 由 と して は , お そ ら く半 数 体 ブ ン タ ンの

腔 の うと二倍 体 品種 の 花 粉 の 間 で 正 常 な受 精 が行 われ て い な い もの

と思 われ る.

次 に , 晩̀ 白柚 'を種 子 親 と して 半数 体 ブ ン タ ン の花 粉 を授 粉 した

ところ,種 子 を獲 得 す る こ とが で き な か っ た .これ ま で に 晩̀ 白柚 '

は非 常 に強 い 自家 不 和 合 性 を有 す る こ とが知 られ て い る (磯 部 ら,

1982;岩 政 ,1976).磯 部 ら (1982) は 晩̀ 白柚 'の 自家 受 粉 か ら得

られ た果 実 が 川̀ 野 夏 樫 'の よ うな二倍 体 カ ン キ ツ 品 種 を交 配 して

得 られ た果 実 よ り小 さ く, これ らの果 実 か らは ほ とん ど種 子 が得 ら

れ なか っ た こ とを報 告 した .本 実 験 で は , 晩̀ 白柚 'の 自家 受 粉 か ら

得 られ た果 実 は そ の放 任 受 粉 した もの と比 較 して 有 意 に小 さ く,檀

子 が全 く形 成 され て い な か った .ま た , 晩̀ 白柚 'と半 数 体 ブ ン タ ン

の交雑 か ら得 られ た 果 実 は , 晩̀ 白柚 'の 自家 受 粉 した もの と同様 の

結果 を示 した . これ らの結 果 よ り, 半 数 体 ブ ン タ ン と 晩̀ 白柚 'の

間 に 自家 不 和 合 性 が発 現 して い る可 能 性 が 示 唆 され た .

二倍 体 カ ン キ ツ 品種 と半数 体 ブ ン タ ン との 交 雑 か ら得 られ た完 全
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種 子 と不 完 全 種 子 を そ れ ぞ れ 湿 っ た ろ紙 上 と MT培 地 上 に播 種 した

結果 ,不 完 全 種 子 は全 く発 芽 しな か っ た が , 完 全 種 子 は正 常 に発 芽

し, 清̀ 見 ', 南̀ 風 ', 宮̀ 内 'イ ヨカ ンお よび 土̀佐 文 旦 'の完 全 種

子 か らは それ ぞ れ 14,45,1お よび 13本 の 実 生 が 得 られ た .これ ら

の実 生 を土壌 に移 植 す る と,旺盛 に成 長 し (Fig.2-3a),す べ て の 実

生 にお い て 半数 体 ブ ン タ ン に特 異 的 な形 態 で あ る大 き な翼 葉 が確 認

され た (Fig.2-3b).得 られ た 実 生 す べ て につ い て フ ロー サ イ トメー

ター と染 色 体観 察 に よ り倍 数 性 を解 析 した結 果 (Fig.2-4,Table2-2),

そ の ほ とん どが 二 倍 体 で あ っ た が , 南̀ 風 'の 交 雑 か ら 1個 体 の三倍

体 が得 られ た . な お , 異 数 体 の 出現 につ い て は す べ て の組 合 せ で認

め られ なか っ た .

次 に , 清̀ 見 'と半 数 体 ブ ン タ ンの 交 雑 か ら得 られ た 実 生 1個 体 に

つ い て雑 種 性 を解 析 す るた め に ,RAPD分 析 と CMA染 色 に よ る染 色

体構 成 の調 査 を行 っ た .RAPD 分 析 を行 っ た 結 果 (Fig.2-5),得 ら

れ た実 生 の バ ン ドパ ター ンは そ の 両親 の特 異 的 な バ ン ドをそ れ ぞ れ

有 して い た .さ らに ,CMA染 色 に よ り得 られ た 実 生 とそ の 交雑 親 で

あ る 清̀ 見 'と半数 体 ブ ン タ ンにつ い て染 色 体 構 成 を調 査 した結 果 ,

清̀ 見 'の染 色 体 構 成 は lB+2C+ 7D+8E で あ っ た の に対 し (Fig.

2-6a),半数 体 ブ ン タ ンは lA+lB+lC+2D+4Eで あ っ た (Fig.2-6b).

一方 ,得 られ た 実 生 は lA+lB+3C+ 5D+8Eの染 色 体 で構 成 され て

お り (Fig.2-6C),半 数 体 ブ ン タ ンの特 異 的 な染 色 体 で あ る A型 が確

認 され た .この よ うに ,RAPD分 析 と CMA染 色 に よ る染 色 体構 成 に

よ り, 清̀ 見 'と半数 体 ブ ン タ ンの 交雑 か ら得 られ た 実 生 が雑 種 で あ

る こ とが確 認 され た . これ らの結 果 か ら, 半 数 体 ブ ン タ ンで は稔 性

花 粉 (n-9) が形 成 され て い る こ とが 明 らか とな っ た .
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カ ンキ ツ で は , 二 倍 体 間 の 交雑 か ら得 られ る小 粒 種 子 か ら三 倍 体

が 高 い頻 度 で 出現 す る こ とが報 告 され て い る (Esen･Soost, 1971;

Toolapongら, 1996;Wakanaら, 1981). 本 実 験 で は , 南̀ 風 ' と半

数 体 ブ ン タ ンの 交 雑 か ら 1個 体 の 三 倍 体 を得 る こ とが で き た . この

三倍 体 は , お そ ら く 南̀ 風 'の非 還 元 性 の雌 性 配 偶 子 (2n) と 9本

の染 色 体 を持 つ 半 数 体 ブ ン タ ンの雄 性 配 偶 子 との 受 精 に よっ て 出現

した もの と推 測 され る.しか しな が ら, 南̀ 風 'と半 数 体 ブ ン タ ンの

交雑 か ら得 られ た 完 全 種 子 の 平 均 種 子 重 は 0.24gで あ り, 三 倍 体 の

種 子 重 は 0.27gの 普 通 種 子 由来 で あ っ た . 第 1章 に お い て 半数 体 ブ

ンタ ンの染 色 花 粉 の 大 き さを測 定 した結 果 ,極 め て低 頻 度 (染 色 花

粉 の約 4%) で あ るが ,染 色 花 粉 (約 35pm) の 中 で も 40pm 以 上 の

非 常 に大 きい 花 粉 の 出現 が認 め られ た . この こ とか ら, この三 倍 体

は 南̀ 風 'の還 元 雌 性 配 偶 子 (n) と染 色 体 が倍 加 した 半数 体 ブ ン タ

ンの雄 性 配 偶 子 (2m) との受 精 に よっ て発 生 した 可 能 性 も考 え られ

る.今 後 , この 三 倍 体 の発 生 起 源 につ い て詳 細 な細 胞 遺 伝 学 的解 析

が必 要 で あ る と考 え られ る.

半数 体植 物 にお け る稔 性 の あ る配 偶 子 形 成 に つ い て はセ イ ヨ ウア

ブ ラナ , モ モ , トマ トお よび トウガ ラ シ な どの い くつ か の種 で報 告

され て い る (Hesse,1971;Pooler･Scorza, 1995a;Toyama,1974;

Veilleux, 1985;Yan ら,2000).pooler･Scorza (1995a) は , モ モ

の半数 体 にお け る稔 性 回復 の メ カ ニ ズ ム に 関 して , 第 一 減 数 分 裂 に

お い てす べ て の 染 色 体 が 同一 極 に移 動 した 場 合 , 稔 性 の あ る配 偶 子

が形 成 され る こ とを記 して い る.そ れ に対 し,Hesse(1971)は第 二

減 数 分 裂 にお け る紡 錘 糸 の形 成 方 向 の 平 行 に よ る もの と提 唱 して い

る.一 方 ,Yan ら (2000) は , トウガ ラ シ の 半 数 体 にお い て , 第 一
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減数 分 裂 の分 裂 細 胞 の遅 延 が第 一 分 裂 復 旧 (firstdivisionrestitution,

FDR) を 引 き起 こ し, そ れ に よって , 半数 体 の稔 性 が 回復 した こ と

を発 見 した . 半数 体 ブ ン タ ンにお い て も, そ の よ うな現 象 が 起 こっ

てい る もの と推 察 され る.

近年 ,酵 素解 離 と CMAや 4'-6-diamidin0 -2-phenyl-indole (DAPI)

の よ うな蛍 光 染 色 の組 合 せ に よ る染 色 体 マ ッ ピ ン グ技 術 が , カ ン キ

ツ染 色 体 の 同定 に利 用 され , ゲ ノム解 析 や 細 胞 融 合 ,倍 数 性 育種 な

どの生物 工 学 的研 究 に応 用 され て い る (Befuら,2000;Guerra,1993;

Mirandaら,1997a,b;Pedrosaら,2000;Yamamoto･Tominaga,2003;

楊 ら,2002).本 実 験 で は,CMA染 色 に よ り A型 染 色 体 は 半数 体 ブ

ンタ ンの特 異 的 な マ ー カー と して 区別 す る こ とが で き, 清̀ 見 'と半

数 体 ブ ン タ ンか ら得 られ た 実 生 の雑 種 性 を確 認 す る こ とが で き た

(Fig.2-6). さ らに , マ ー カ ー とな る染 色 体 の遺 伝 もま た後 代 で確

認 す る こ とが で きた . よって ,CMA 染 色 は A 型 染 色 体 の よ うな種

特 異 的 なマ ー カ ー を利 用 す る こ とに よ り,雑 種 解 析 に有 効 な方 法 に

な る と考 え られ る.

以上 よ り,種 々 の 二倍 体 カ ン キ ツ品種 と半数 体 ブ ン タ ンの交雑 か

ら 晩̀ 白柚 'の形 態 的 特 徴 で あ る翼 葉 を有 す る多 くの 二倍 体 が得 ら

れ た . さ らに , 清̀ 見 ' と半 数 体 ブ ン タ ン との 交 雑 か ら得 られ た 1

個 体 の実 生 は ,RAPD分 析 お よび CMA染 色 に よ る染 色 体 構 成 の解 析

に よ り雑 種 で あ る こ とが確 認 され た . これ らの結 果 か ら, 半数 体 ブ

ン タ ンで は稔 性 花 粉 (n-9) が形 成 され て い る こ とが 明 らか とな っ

た .
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摘 要

ブ ン タ ン品種 で あ る 晩̀ 白柚 ' の 実 生 か ら得 られ た 半 数 体 ブ ン タ

ンにお け る雌 性 お よび雄 性 配 偶 子 の 生 殖 機 能 を評 価 す るた め に , 辛

数 体 ブ ン タ ン と種 々 の 二倍 体 カ ン キ ツ 品種 との 交 雑 を行 っ た . 半数

体 ブ ン タ ン に 二倍 体 の花 粉 を授 粉 した場 合 で は全 く着 果 しな か っ た

が , 半数 体 ブ ン タ ン を花 粉 親 と した場 合 , 清̀ 見 ', 南̀ 風 ', 宮̀ 内 '

イ ヨカ ンお よび 土̀佐 文 旦 'の 4品種 で 完 全 種 子 が得 られ た . これ

らの完 全 種 子 を播 種 した と こ ろ,そ れ らの ほ とん どは 正 常 に発 芽 し,

多 くの 二倍 体 実 生 が 得 られ た . これ らの 実 生 は 旺 盛 に成 長 し, 半数

体 ブ ン タ ンの形 態 的 特 徴 で あ る大 き な翼 葉 を有 して い た . さ らに ,

清̀ 見 ' と半 数 体 ブ ン タ ン との 交雑 か ら得 られ た 1個 体 の 実 生 につ

い て ,RAPD 分 析 を行 っ た結 果 , そ の 実 生 は そ れ ぞ れ の 両親 に特 異

的 なバ ン ドを有 して い た .ま た ,CMA 染 色 に よ る染 色 体 構 成 を解 析

した とこ ろ,半数 体 ブ ン タ ン 由来 と考 え られ る A 型 染 色 体 が そ の 実

生 で認 め られ ,雑 種 で あ る こ とが確 認 され た . これ らの結 果 か ら,

半数 体 ブ ン タ ン で は 稔 性 花 粉 (n-9) が 形 成 され て い る こ とが 明 ら

か とな っ た .
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Fig.2-1.Idiogramsofsomaticchromosometypesincitrusaccordingtothe
positionofCMApositivebands.TheblackreglOnSShowninthe
idiogramsindicateCMApositivebands.
A:Telomericbandinbothm sandproximalbandinoneam.
B:Telomericbandinoneam andproximalbandintheotheram.
C:Telomericbandinbotharms.
D:Telomericbandinoneam.
E:Noband.
F:Proximalbandinoneam.
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Fig.2-2.The斤uitsobtainedfromthecrossesbetweendiploidcitrus
cultivarsandthehaploidpum elo.Bars-5cm,
a:'Banpelyu'pummelo.b:'Kiyomi.tangor.

40



Fig.2-3.Theseedlingobtainedfromthecrossbetween'Kiyomi'tangorandthehaploidpummelo(a)
andthecomparisionofitsmorphologyofleaveswiththeparents(b).Bars-5cm.
K:'Kiyomi'tangor.S:Seedling.H:Thehaploid.
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Fig.2-4.Flowcytometricanalysisandchromosomeobservationofseedlingsobtained
fromthecrossbetweenrNanpurtangorandthehaploidpummelo.Bars-10卜m･
a:Diploid(2n-2X-18).b:Triploid(2m-3X-27).
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OPA-7 0PA-11 0PA-12 0PB-18

M K S H M K S H M K S H M K S H

Fig.2-5.RAPDanalysisoftheseedlingobtainedfromthecrossbetween'Kiyomiftangor
andthehap]Oidpummelo.Fourprimers(OPA-7,OPA-1),OPAl12,andOPB-18)
wereusedfortheanalysis.Arrowsindicatethebandsspecifictoeachparent.
M:100bpladdermarker_K:■Kiyomi■tangor･S:Seedling.H:Thehaploid.
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日 B 冒 日 日 皿 E 冊 関 目

IKiyomi'tangor(2n-2X-18)
1B+2C+7D+8E

A B C -D- - E -

Thehaploid(2n-X-9)
1A+18+lC+2D+4E

A B -C- - D- E

B 日 E 甘 : 日 日 E B日日 日冊 呂

Seedling(2n-2Ⅹ-18)
1A+1B+3C+5D+8E

Fig.2-6.PhotographsandidiogramsofCMAbandingpattemsinthesomaticchromosomesof

'Kiyomi'tangor(a),thehaploidpummelo(b)andtheseedlingobtainedfromthecros.s
between-Kiyomi■tangorandthehaploid(C).Bars-5卜m.Theblackregionsshownm
theidiogramsindicateCMApositivebands.ArrowsindicatetypeAchromosome.
A:TelomeriCbandinbotharmsandproximalbandinOnearm.
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Table2-1.Fruitsetsandseedcontentsinthecrossesbetweenthehaploidpummeloandseveraldiploidcitruscultivars･

crosscombination No･of ､Tー_I n/ーE _̂.fL∴▲__⊥ No.ofseed No･of % ofNo.of %of Av.fruitv4.
mowers
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Ǹanpu'

M̀iyauchi-

Iyokanラ

iTosa-Buntan'

Openpollination

Haploid

Openpollination

Haploid

Openpollination

Haploid

Openpollination

Haploid

0

0

0

0

0

1

1

1

1

1

4

5

1

33

ll

10

0

00
0

0

0

3

5

4

5

3

5

01

3

′0

つJ

1

00
0

0

0

7

0

5

0

3

00

V
訂

b

b

O

4

0

4

7

5

00

0

0

4

00

0
ノ

1

2

3

5

つム

7

1

2

2

4

3

2

0

7

00

2

2

0
ノ

00
72

00

4

′O

1

′0

1

2

5

496.3 26

340.0 1

593.7 140

10.0 388.0 15

5

0
0

日
H

3

0
5

001

00

0

7

2

1

0つJ

0
0

Oノ

′0

7

3

4

1

2

1

5

5

7

2

00

0

7

0

′0

5

4

1

0
ノ4

0
0

0ノ

005

0

0
ノ
0=

H

0ノ

0
ノ

つヽ
ノ
つJ

OO

7

5′んU

0

7

01

2

2

0ノ
00

00

00

Z(Developedseed/totalseed)×100.

yDifferentlettersrepresentsignificantdifferencesinTukey'smultiplerangetest,1%level･



Table2-21Ploidylevelofseedlingsobtainedfromthecrossesbetweenfourdiploidcitruscultivarsandthehaploidpummelo.

Seedparent
No･orseedsNo･orge-inated %of No･ofseedlings Ploidylevel

examined seeds ge-ination examined 2X 3X Other

K̀iyomiラ

Ǹanpu'

iMiyauchi-Iyokan' 1

T̀osa-Buntan' 15

0 0
1 0
0 0
0 0



第 3章 半 数 体 ブ ン タ ン の 配 偶 子 形 成 の 異 常

緒 言

半 数 体 は 1組 の 染 色 体 の み か らな り, 染 色 体 接 合 の 相 手 とな る相

同染 色 体 を もた な い . 半 数 体 の 減 数 分 裂 は , 第 - 減 数 分 裂 中期 に 一

価 染 色 体 の み の 出 現 が 一 般 的 で あ り, 第 一 減 数 分 裂 後 期 に そ れ らの

一 価 染 色 体 が機 会 的 に 両 極 に 分 配 され る . そ の た め , 半 数 体 は 減 数

分 裂 が 行 わ れ て も不 稔 とな る .

しか しな が ら, 植 物 の 種 類 に よ っ て は しば しば 半 数 体 植 物 で 稔 性

の あ る配 偶 子 を形 成 す る こ とが 報 告 され て い る (Crane ら, 1982;

Hesse,1971;Veilleux,1985;Yanら,2000;Zagorchevaら,1987).

果 樹 で は , モ モ の 半 数 体 にお い て わ ず か で は あ る が 雌 性 と雄 性 配 偶

子 そ れ ぞ れ に 生 殖 能 力 が あ る こ とが 報 告 され て い る (Hesse,1971;

Pooler･Scorza,1995a).半 数 体 植 物 に お け る配 偶 子 の 稔 性 回 復 機 構

と して , 第 - 減 数 分 裂 後 期 にす べ て の 染 色 体 が 同 一 極 に移 動 した 場

合 や 退 行 現 象 に よ る復 旧核 の 形 成 , 第 二 分 裂 後 の 核 融 合 , 紡 錘 糸 の

形 成 方 向 の 平 行 な どが 報 告 され て い る (Hesse,1971;Pooler･Scorza,

1995a;Veilleux, 1985;Yanら,2000).

本 研 究 で 用 い て い る 半 数 体 ブ ン タ ン は , 第 1章 に お い て 花 粉 お よ

び腫 珠 の 形 成 が 観 察 され , わ ず か な が ら花 粉 に 稔 性 が あ る こ とが認

め られ た . さ らに , 第 2章 に お い て 種 々 の 二 倍 体 カ ン キ ツ 品 種 との

交 雑 を行 っ た と こ ろ , 稔 性 花 粉 (n-9) が 形 成 され て い る こ とが 明

らか とな っ た . しか しな が ら, そ の 雄 性 配 偶 子 の 稔 性 回 復 機 構 や 雌

性 配 偶 子 の 形 成 過 程 に つ い て は 明 らか で な い .
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そ こで本 章 で は , 半数 体 ブ ン タ ンの雄 性 お よび雌 性 配 偶 子 にお け

る減数 分 裂 につ い て詳 細 な細 胞 遺 伝 学 的解 析 を行 い , そ の形 成 過 程

を調査 した .

材 料 お よび 方 法

材 料 に は ,第 1章 と同様 に接 木 約 10年 生 の 半数 体 ブ ン タ ン と約

10年 生 の 晩̀ 白柚 ' を供 試 した .

雄 性 配 偶 子 形 成 の観 察 につ い て は , 山下 ･山 口 (1992) の方 法 に

従 い行 った .す な わ ち,開花 前 14日か ら開花 後 2日ま で の 半数 体 ブ

ン タ ン と 晩̀ 白柚 ' の花 菅 と花 を経 時 的 に採 取 し,FAA (70%エ タ

ノール :酢 酸 :ホル ム アル デ ヒ ド-90:5:5)で 固 定 した .固定後 ,

紡 中か ら種 々 の発 育 ステ ー ジ に あ る小 胞 子 をス ライ ドグ ラス上 に取

り出 し,核 染 色 を行 った後 ,落 射 蛍 光 顕 微 鏡 を用 い て UV励 起 で花

粉母 細 胞 の減 数 分 裂 過 程 を観 察 した . ま た , 四分 子 期 に は 1花 粉 母

細 胞 に 由 来 す る 小 胞 子 数 を 数 え た . な お , 核 染 色 は 1mg･L~1

4'-6-diamidin0-2-phenyトindole (DAPI) で行 っ た .

花粉 稔性 の調 査 は ,2004年 5月 に 開花 直 前 の花 膏 か ら取 り出 した

薪 を常 法 に よ り関 前 し, 第 1章 と同様 に 1%アセ トカ ー ミン染 色 に

よ り評 価 した .なお ,花 粉 稔 性 調 査 は 3反 復 行 い ,1反 復 あ た り 1000

個 以 上 の花 粉 を調 査 した .

次 に, 半数 体 ブ ン タ ンの雌 ず い 内 にお け る花 粉 管 伸 長 を調 査 す る

た め,ハ ツサ ク を交 配 した 半数 体 ブ ン タ ンの花 を交 配 後 1日か ら 8

日まで採 取 し,FAAで 固 定 した . 固定 した花 を lN NaOHに 1時 間

48



浸漬 し,水 洗 後 ,柱 頭 ,花 柱 上 部 ,花 柱 中部 , 花 柱 下部 お よび 子 房

に分 け,Martin(1958)の方 法 に従 い ,0.1%ア ニ リンブル ー/lNKP03

に 5℃ で一 昼 夜 浸 漬 ･染 色 し,落 射 蛍 光 顕 微 鏡 を用 い て UV励 起 で

観 察 を行 った .なお , 晩̀ 白柚 'にハ ツサ ク を交 配 した もの を対 照 区

と した .

雌性 配 偶 子 形 成 の観 察 は ,雄 性 配 偶 子 形 成 の観 察 と同様 に, 開花

前 14日か ら開花 後 2日ま で の 半数 体 ブ ン タ ン と 晩̀ 白柚 'の花 膏 と

花 を経 時 的 に採 取 し,FAA で 固定 した . 固定 後 , それ ぞ れ の花 弁 と

雄 ず い を取 り除 き,子 房 を常 法 に従 い エ タ ノー ル と 3-ブ タ ノー ル で

脱 水 し,パ ラフ ィ ンで包 埋 した .包 埋 後 , 回 転 式 ミク ロ トー ム で厚

さ 15pm の連 続 縦 断切 片 を作 成 し, サ フ ラニ ン とフ ァー ス トグ リー

ンで 二重 染 色 を行 っ た . これ らの連 続 切 片 は , 光 学 顕 微 鏡 を用 い て

腫 珠 の縦 経 と横 径 を測 定す る と ともに腫 珠 の 内部 形 態 を観 察 した .

結 果 お よび 考 察

半数 体 ブ ン タ ン と 晩̀ 白柚 ' にお け る花 粉 母 細 胞 の減 数 分 裂 過 程

を観 察 した結 果 (Figs.3-1,3-2), 晩̀ 白柚 'は正 常 な減 数 分 裂 を行

ってい た .す な わ ち, 第 一減 数 分 裂 にお い て核 内 に広 が って い た染

色質 は凝 縮 を 開始 し (Fig.3-1a),相 同染 色 体 を形 成 した .それ らの

相 同染 色 体 は対 合 し,赤 道 面 に 9本 の 二価 染 色 体 が観 察 され た (Fig.

3-1b).これ らの 二価 染 色 体 は対 合 面 で分 離 し,相 同染 色 体 は それ ぞ

れ 両極 に移 動 した (Figs.3-lc,d).第 二減 数 分 裂 に移 り,それ ぞれ

の染 色 体 は赤 道 面 に並 列 し (Fig.3-1e),染 色 分 体 は 両極 に分 配 され
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た (Figs.3llf,g). そ の結 果 , 四分 子 期 にお い て 小 胞 子 の大 き さが

均 一 の 四分 子 が形 成 され た (Fig.3-1h).そ れ に対 し,半数 体 ブ ン タ

ンの花粉 母 細 胞 の減 数 分 裂過 程 は ,̀晩 白柚 'と同様 に第 - 減 数 分 裂

と第 二減 数 分 裂 を行 っ て い た もの の , 晩̀ 白柚 'と明 らか に染 色 体 行

動 が異 な って い た (Fig.3-2).す な わ ち, 第 一 分 裂 中期 にお い て赤

道 面 に 9本 の一価 染 色 体 が 出現 し (Figs.3-2a,b), これ らの一価 染

色体 は不 均 一 に 両極 に分 配 され た (Figs.3-2C,d).第 二 減 数 分 裂 以

降 で は ,各 極 に分 配 され た一価 染 色 体 は核 分 裂 を行 い ,染 色 分 体 は

両極 に分 配 され た (Figs.3-2e一g). さ らに , 一 部 の分 裂 細 胞 で は こ

の よ うな染 色 体 行 動 を と らな い もの も認 め られ た (Fig.3-3).第 一

分 裂 後 期 にお い て , い くつ か の一 価 染 色 体 が 両極 に分 配 され ず ,赤

道 面付 近 に残 る もの が観 察 され た (Figs.3-3a,b).ま た ,周 りの細

胞 が第 二減 数 分 裂 過 程 に もか か わ らず ,赤 道 面 に 9個 の一 価 染 色 体

が並列 し,両極 に分 裂 す る もの も観 察 され た (Fig.3-3C).そ の結 果 ,

半数 体 ブ ンタ ン にお け る四分 子 期 で は一 分 子 か ら六 分 子 の小 胞 子 が

観 察 され た . それ らの小 胞 子 の大 き さは , 二 分 子 を除 い て それ ぞれ

の小胞 子 の大 き さが 不 均 一 で あ った (Fig.3-2h). さ らに ,半数 体 ブ

ンタン と 晩̀ 白柚 'の花 粉 四分 子 期 にお け る小 胞 子 型 の 出現 頻 度 を

調 査 した結 果 (Fig.3-4), 晩̀ 白柚 'で は ,三 分 子 , 四分 子 お よび 五

分 子 が観 察 され た が ,99.3%が 四分 子 で あ っ た . 一 方 , 半 数 体 ブ ン

タンで は,一 分 子 が 1.1%, 二分 子 が 24.7%, 三 分 子 が 11.8%, 四分

子 が 61.2% ,五 分 子 が 1.1%お よび 六 分 子 が 0.1%で あ り, 晩̀ 白柚 '

と比 べ 二 分 子 と三 分 子 が 多 く発 生 して い た .

次 に,酢 酸 カ ー ミン に よ り花 粉 稔 性 を調 査 した結 果 , 晩̀ 白柚 'の

染 色稔性 は 97.5%で あ り,第 1章 の結 果 (98.0%) とほ ぼ 同 じで あ っ
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た . しか しな が ら, 半数 体 ブ ン タ ンの染 色 花 粉 の 出現 頻 度 は 14.1%

で あ り,半数 体 ブ ン タ ンが初 め て 開花 した 3年 前 (2001年 5月 )に

測 定 した値 (1.6%) よ り高 くな って い た . これ は ,お そ ら く半数 体

ブ ンタ ンの樹 勢 が徐 々 に強 くな って きた こ とに よ る と考 え られ る.

今 後 ,経 時 的 に 半数 体 ブ ン タ ンの花 粉 稔 性 を調 査 して い く必 要 が あ

る.

これ ま で に , モ モ ,セ イ ヨ ウア ブ ラナ , トマ トお よび トウガ ラ シ

な どの 半数 体植 物 で稔 性 花 粉 の形 成 が認 め られ て い る(Hesse,1971;

Pooler･Scorza, 1995a;Veilleux, 1985;Yan ら,2000). 半数 体植

物 にお け る配 偶 子 の稔 性 回復機 構 と して ,第 - 減 数 分 裂 後 期 にす べ

ての染 色 体 が 同一 極 に移 動 した場 合 に稔 性 の あ る配 偶 子 が 出現 す る.

そ の頻 度 は植 物 が もつ 染 色 体 数 に よって大 き く変 化 す るが ,基 本 的

に n本 の一価 染 色 体 が 2nに分 配 され るた め ,1/2nで稔 性 花 粉 の 出現

頻 度 を求 め る こ とが で き る. つ ま り, 半 数 体 ブ ン タ ン (n-9) で は

1/29とな り,0.2%の確 率 で稔 性 の あ る花 粉 が形 成 され る こ とに な る.

しか し,本 実 験 の結 果 で は ,稔性 花 粉 は 14.1%で あ り, そ の期 待 さ

れ る出現 頻 度 よ りは るか に高 い値 を示 した . この原 因 の 一 つ と して

退行 現 象 が あ げ られ る.退 行 現 象 とは減 数 分 裂 が 途 中で停 止 し,形

態 的 に静 止 核 - 移 る こ とで あ り,減 数 分 裂 過 程 で様 々 な 時期 に発 生

す る こ とが 明 らか とな って い る.Yan ら (2000) は , 半数 体 トウガ

ラシ を材 料 と して稔 性 花 粉 の形 成 機 構 につ い て調 査 し, 第 - 減 数 分

裂 が行 われ ず に復 旧核 を形 成 し,第 二減 数 分 裂 だ け を行 う FDRに よ

り稔性 花 粉 が形 成 した もの と推 察 して い る.ま た ,FDRが発 生 す る

こ とに よって形 成 され る小 胞 子 は二 分 子 で あ る こ とを報 告 して い る.

半数 体 ブ ン タ ンで は , ほ とん どの細 胞 で第 - 減 数 分 裂 と第 二減 数
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分 裂 が行 われ て い た が , 第 一減 数 分 裂 中期 に 9本 の一 価 染 色 体 の 出

現 のみ で あ り, さ らに , 一 部 の分 裂 細 胞 で は第 - 減 数 分 裂 後 期 で い

くつ か の一 価 染 色 体 が赤 道 面 付 近 に残 る ものや ,周 りの細 胞 が第 二

減 数 分 裂過 程 に あ る に もか か わ らず , 両極 に 9本 ず つ 染 色 体 が分 裂

す る もの も観 察 され た . ま た ,花 粉 四分 子 期 の観 察 にお い て , 半数

体 ブ ンタ ンで は多 くの 二 分 子 が 出現 して い た . 二 分 子 を稔 性 花 粉 と

仮 定す る と, 14.7% の頻 度 で 稔 性 配 偶 子 が発 生 す る こ と とな り, ア

セ トカ ー ミン染 色 に よ る花 粉 稔 性 調 査 の 結 果 (14.1%) とほ ぼ 同 じ

で あ った . した が っ て , 半数 体 ブ ン タ ン にお い て も半数 体 トウガ ラ

シ と同様 に稔性 花 粉 が 二分 子 由来 で あ る こ とが 考 え られ る.お そ ら

く,赤 道 面 に 9個 の 一 価 染 色 体 が並 列 し, 両 極 に 9本 ず つ 染 色 分 体

が分 裂 す る細 胞 が 二 分 子 形 成 に寄 与 して い る もの と考 え られ , 半数

体 ブ ン タ ン にお い て も FDR の よ うな退 行 現 象 が 起 こ って い る こ と

を示 唆 した ,

次 に, 半数 体 ブ ン タ ン と 晩̀ 白柚 'の雌 ず い 内 にお け る花 粉 管 伸

長 につ い て観 察 した 結 果 , 両者 共 に交 配 後 1日に は ,柱 頭 上 で 多 く

のハ ツサ ク花 粉 の発 芽 が観 察 され た (Fig.3-5a).花 粉 管 は花 柱 溝 に

入 り,交 配 後 2-3日で花 柱 上 部 ,交 配 後 4日で花 柱 中部 ,交 配 後 5

日で花 柱 下部 を通 過 し, 交 配 後 6 日に は花 柱 最 下部 ま で 達 してお り

(Fig.3-5b),半数 体 ブ ン タ ン と 晩̀ 白柚 '間 で雌 ず い 内 の花 粉 管 伸

長 速 度 に大 き な差 は認 め られ な か っ た .一 方 ,雌 ず い 内 の花 粉 管 数

につ い て調 査 した 結 果 , 晩̀ 白柚 'で は , 1雌 ず い あ た り 15程 度 の

花柱溝 が確 認 され , そ の 中 を花 粉 管 が通 過 し, 花 柱 最 下部 ま で多 数

の花粉 管 が達 して い た . それ に対 し, 半数 体 ブ ン タ ンで は ,雌 ず い

の 中心部 で花 柱 溝 同 士 が癒 合 して お り, ハ ツサ クの花 粉 管伸 長 を阻
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害 してい た .す な わ ち,子 房 に近 づ くにつ れ ,花 粉 管 数 が減 少 し,

子房 上部 (花 柱 最 下 部 ) で は そ の数 は わず か で あ っ た .

腔珠 の大 き さを測 定 した結 果 (Fig.3-6), 縦 経 は ほ ぼ いず れ の時

期 も半数 体 ブ ン タ ンが小 さか った .横 経 は 開花 前 4 日ま で は 半数 体

ブ ンタ ンの方 が小 さか った が , それ 以 降 は 晩̀ 白柚 ' とほ ぼ 同 じ大

き さで あ っ た .次 に胚 珠 の 内部 を観 察 した結 果 (Fig.3-7), 晩̀ 白柚 '

では 開花 前 12日よ り胚 の う母 細 胞 が観 察 され (Fig.3-8a),そ の後 ,

減数 分 裂 -4分 子 - 遊 離 核 (1-8核 ) と発 育 が進 み (Figs.3-8b-∫),

開花 後 2 日に は 1腫 珠 あた り 1個 の完 全 腔 の うが観 察 され た (Fig.

3-8g). しか しな が ら,開花 前 4日頃 ま で は未 分 化 の腔 珠 が 多 く,胚

の う母 細 胞 以 降 の発 育 を示 す 腫 珠 は 20%程 度 で あ っ た . そ の後 , 開

花 日に か けて急 激 に肱 の うの発 達 が認 め られ , 開 目前 2 日よ り,2

核 期 の胚 の うが観 察 され る よ うに な り, 開花 後 2日に は完 全 腔 の う

が 25%程 度確 認 され た .一 方 , 半数 体 ブ ン タ ンで は , 開花 前 よ り開

花 後 ま で いず れ の 時 期 にお い て も正 常 に発 達 した胚 の うは全 く観 察

され なか った (Fig.3-9a). ま た ,腫 珠 の外 部 形 態 につ い て も, 晩̀

白柚 'で は外 珠 皮 と内珠 皮 が発 達 した 正 常 な形 態 で あ った が , 半数

体 ブ ンタ ンで は 内珠 皮 と外 珠 皮 ともに外 側 に反 り返 る ものや 内珠 皮

と外珠 皮 の 間 に空 隙 を生 じる腫 珠 な ど奇 形 の もの が 多 数 観 察 され た

(Figs.3-9b,C).

カ ンキ ツ類 の花 粉 管 伸 長 の速 度 は遅 く,柱 頭 か ら胚 珠 に到 達 す る

まで 5-6日要 す る. 一 方 , 開花 時 の胚 の うは 2-4核 期 の未 熟 な も

のが多 く,腔 の うの完 成 は 開花 後 3-4日と され て い る(岩 政 ,1999).

本 実験 で は, 半数 体 ブ ン タ ンの雌 ず い 内 にお け るハ ツサ クの花 粉 管

伸長 は, 交 配 後 6日に は花 柱 最 下部 に到 達 し, ハ ツサ クの花 粉 管 は

53



通 常 の速 度 で伸 長 した が ,花柱 最 下 部 に到 達 す る花 粉 管 数 は わず か

で あ った . 半数 体 ブ ン タ ンの雌 ず い 内 は ,花 粉 管 が 通 る花 粉 溝 が雌

ず い の 中心部 で不 規 則 に癒 合 す る異 常 が確 認 され た . さ らに,肱 の

うで は,開花 後 2日ま で の観 察結 果 で あ るが , 晩̀ 白柚 'で は腔 の う

母 細胞 が形 成 され ,減 数 分 裂 を経 て , 開花 後 2 日で低 い頻 度 で は あ

るが完 全 腔 の うが観 察 され ,正 常 な雌 性 配 偶 子 形 成 が認 め られ た の

に対 し,半数 体 ブ ン タ ンで は , 晩̀ 白柚 'と比 べ 雌 性 配 偶 子 形 成 の異

常 が認 め られ た .す な わ ち, 半数 体 ブ ン タ ンで は外 珠 皮 と内珠 皮 は

形成 され る もの の , いず れ の 時期 にお い て も腔 の う母 細 胞 は全 く確

認 され な か った . 第 1章 で 半数 体 ブ ン タ ンの果 実 の形 態 的 特徴 を調

査 した ところ,種 子 は全 く形 成 され て い な か っ た . ま た ,第 2章 で

半数 体 ブ ンタ ン に種 々 の二倍 体 カ ンキ ツ品種 の花 粉 を交雑 して も全

く着 果 しなか った .す な わ ち, 半数 体 ブ ン タ ンで は柱 頭 上 で花 粉 管

が正 常 に発 芽 す る もの の ,花 柱 溝 の異 常 に よ り花 粉 管 の伸 長 が 阻害

され ,た とえ花 粉 管 が腫 珠 に到 達 して も腔 の う母 細 胞 が形 成 され ず ,

腔 の う形 成 に至 らな い こ とで種 子 が形 成 で き な い もの と考 え られ る.

以上 の結 果 よ り, 晩̀ 白柚 'か ら得 られ た 半数 体 ブ ン タ ンの雄 性 お

よび雌性 配 偶 子 形 成 にお い て ,雄 性 配 偶 子 で は , ほ とん どの分 裂 細

胞 で分 裂 異 常 が観 察 され た が ,一 部 の分 裂 細 胞 で FDR の よ うな退 行

現象 が起 こ り,稔 性 を回復 して い る もの と推 測 され た . ま た , 半数

体 の雌 性 不稔 の原 因 と して ,雌 ず い 中の花 柱 溝 の異 常 と腔 の う母 細

胞 の無 形 成 に よ る こ とが 明 らか とな った .
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摘 要

半数 体 ブ ン タ ンの雄 性 配 偶 子 お よび雌 性 配 偶 子 の形 成 過 程 を観 察

す る とともに,雄 性 配 偶 子 の稔性 回復機 構 につ い て細 胞 遺 伝 学 的解

析 を行 った .

半数 体 ブ ンタ ンの花 粉 母 細胞 にお け る減 数 分 裂過 程 を観 察 した結

果 ,半数 体 ブ ン タ ンは連続 した 2回 の分 裂 を行 って い た ものの , ほ

とん どの分 裂 細胞 で減 数 分 裂 の異 常 が認 め られ た . 一部 の分裂細胞

では,第 -減 数 分 裂 後 期 にお い て い くつ か の一 価 染 色 体 が 両極 に分

配 され ず ,赤道 面 付 近 に残 る ものや 周 りの細 胞 が第 二減 数 分 裂過 程

に もか か わ らず ,赤 道 面 に 9個 の一価 染 色 体 が並 列 し, 両極 に分 裂

す る ものが観 察 され た . さ らに,花 粉 四分 子 期 にお い て , 晩̀ 白柚 '

では 99.3%が 四分 子 で あ った の に対 し, 半数 体 ブ ン タ ンで は,一 分

子 か ら六分子 の小 胞 子 型 が観 察 され , 二分 子 が 24.7%と,非 常 に高

い頻度 で 出現 して い た .一 方 ,雌性 器 官 で は , 半数 体 ブ ンタ ンの雌

ず いの 中心部 で花 柱 溝 同士 が癒 合 してお り,ハ ツサ クの花 粉 管 の伸

長 が阻害 され て い た . また ,雌 性 配 偶 子 形 成 で は ,腔 の う母 細胞 が

全 く形成 され ない た め, いず れ の時期 にお い て も正 常 に発 達 した腔

の うは全 く観 察 され なか った .

以上 よ り,半数 体 ブ ンタ ンの雄 性 お よび雌 性 配 偶 子 形 成 にお い て ,

雄性 配 偶 子 で は, ほ とん どの分 裂細 胞 で分 裂 異 常 が観 察 され た が ,

一部 の分 裂 細胞 で FDR の よ うな退 行 現 象 が起 こ り,稔 性 を回復 して

い る もの と推 測 され た . また , 半数 体 ブ ン タ ンの雌 性 不 稔 の原 因 と

して,雌 ず い 中の花 柱 溝 の異 常 と腔 の う母 細 胞 の無 形 成 に よ る こ と

が明 らか とな った .
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Fig･3-llMeioticstagesofpollenmothercellsinrBanpelyu'purrmelo.Bars-10LLm.
a:Prophasel.b:MetaphaseI.C:AnaphaseI.d:TelophaselandProphaseⅡ.
e:MetaphaseII.f:An aphaseⅡ.g:Telophasem h:Tetradstage.
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Fig.312.Meioticstagesofpollenmotherceltsinthehaploidpummelo.Bars-10トIm.
a:ProphaseI.b:MetaphaseI.C:An aphaseI.d:TelophaseIandProphasefl.
e:MetaphaseII.f:AnaphaseII.g:TelophaseⅢ.h:Tetradstage.
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Fig.3-3.Abnomalitiesormeioticstageofpollenmothercellsinthebaploidpummelo.
Bars-10Ltm.Am owsindicatetheabnormalcells.
a,b:Chromosomesremainedhequatorialplate.
C:9bivalentslinedinequatorialplate.
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Fig.3-5.Pollentubeelongationinptstilsofthehap)Oidpummelo.Bars-200Llm.
a:Stigma.b:Baseofthestyle.
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Fig.316.Comparisonoflengthandwidthofovulesinthehaploidpum meloand'Banpelyu'pum melo

from14daysbeforeflowerlngtO2daysafterflowerlng.



.3
u
u
aJ
h
O
tJ
J
9g
tZSJ(｡p
N
Ot
Buu
3̂
O
tI
aJ0J
aq
S
AtZp寸
一
u10出

o
Tatm

d
.nJ(T3dtrptZ
.
put20tatm

d
p
TO
td
t2q
aq
t
utSC)t2SO
む
q
tH
aJ
0
3叫t2tS
TdtU
atHdopA
a
Paq
l
JO
uOSPt2
du
IO
U

%
0
0
T

%
0
6

%
0
8

%
O
L

%
0
9

b

a
n
b
aJ
d

%

0

れ

%
0
寸

%
O
M

ゞ

O
N

%
O
t

u
O
!Jd
!tu
aJ
a
J
J
!P
u
n
□

ut2SOL
ZqE
a!

aP
nu
･)も
!H
I

odSOL
Jq
Lua
!atO
n
U
･1n
O
i
L

I
.d

SO
L
[q
t
ua
!
3

一3

nU

･OJVu
四

°｡SO
L
tqE
a
!aP
n
u
･3U
O

Ej

Pt!]13
1
■

S!SO!3-之
ロ

コ
301
3qtOu
J
Ot2SOL
zqu
山
口

o
ta
E
uJnd
.n,(Taduq

.

p
!o
ldt2H

otO∈
uln
d
.nJ(【adu｡
9
.

p
!
o
Td
tZ
H

o

p
∈
∈
nd
.n^
tad
LTtZq
.

p
t
o
t
d
tZ
〓

oTa∈
LLrnd
.n,(【ad
tJ
tz
q
.

p!otdtZI1

o
Ta
∈
∈
T]d
.n
J((adutzq.

p
!o
Td
d

H

o
T3
E
Lun
d
.n,(tadut盛
.

pI0Id
c
H

op
tuE
nd
-nJ(L9du｡
a

p
!o
T
d
d
H

ot3u
tuTtd
.nJ(Ta
d
ut2g
I

pTOtd
t!
H

otat

uu
nd
.n,(Ead
u

y
a

p!oTdt?H

o
p

tm
un
d
.nJ(Tad
u｡田
.

p!o]dt!H

∩O
7品顔

62

跳顔
O
T

足
i

寸

一･

(血p)93qs



Fig.3-8.Developmentalstageofembryosacsin'BanpeIyu'pummelofrom14daysbefore
flowerlngtO2daysatterflowenng.Bars-10p皿.
a:EmbryosacmothercelLb:Meiosis.C:Tetrad.d:One-nucleiembryosac.
e:Two-nucleiembryosac_f:Four-nucleiembryosac.g:Eight-nucleiembryosac.
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Fig,3-9.Abnormalitiesofovulesinthehap)°idpu-mmelo.Bars-20トLm.
a:14daysbefわrenowenllg.
b:4daysbeforeflowerlng.
C:2daysbeforef)owenng.
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第 4章 新 梢 - の コル ヒチ ン処 理 に よ る倍 加 半 数 体 の 育 成

緒 言

半数 体植 物 は , 二倍 体 と比 べ て , 生 育 が 貧 弱 で あ り, 高 い 不 稔 性

を示 す た め ,そ の ま ま栽 培 品種 と して利 用 す る こ とは ほ とん どな い .

しか しな が ら, 相 同 ゲ ノム を 1個 しか もた な い こ とか ら,形 質 の選

抜 が容 易 で あ り, コル ヒチ ンや オ リザ リン な ど とい っ た 有 糸 分 裂 阻

害剤 で処 理 す る こ とに よ り,染 色 体 倍 加 を行 え ば 直 ち に ホモ 個 体 (純

系個 体 ) を得 る こ とが 可 能 な た め , 有 用 形 質 の座 乗 染 色 体 の 同定 や

核 型 分 析 な どの遺 伝 子 解 析 や 計 画 育 種 を進 め るた め の 重 要 な育 種 素

材 とな り得 る (Bajaj,1990;Ochatt･Zhang,1996;Wanら,1989;

1991;Wan･Widholm, 1995).実 際 に , 草 本 性 植 物 で は , 半数 体植

物 が ,減 数 分 裂 に お け る染 色 体 行 動 な どの 細 胞 遺 伝 学 的解 析 , 耐 寒

悼 ,耐 乾 性 ,耐 病 性 な どの遺 伝 解 析 お よび Fl育 種 に よ る 品種 育 成 な

ど多 岐 に わ た っ て利 用 され て い る (Kanekoら,2003;Lotfiら,2003;

Qu･Hancock,2002;Sulistyaningsih ら,2002;Toscaら,1995;Yan

ら,2000).

果 樹 にお け る半 数 体 は , リン ゴ, ナ シ , モ モ , キ ウイ フル ー ツ,

オ ウ トウお よび バ ナ ナ な どで獲 得 され て お り, コル ヒチ ンや オ リザ

リン処 理 に よ り, 多 くの種 , 品種 お よび 系 統 で倍 加 半数 体 が誘 導 さ

れ て い る (Assaniら,2003;Bouvierら,2002;Chalak･Legave,1996;

Hofer･G一are,2003;Ochatt･Zhang,1996;Toyama,1974;Zhang･

Lespinasse,1991).特 に , モ モ で は コル ヒチ ン処 理 で誘 導 され た倍

加 半数 体 が 開花 結 実 に 至 っ て い る. さ らに ,倍 加 系 統 間 で 交 雑 が行
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われ ,得 られ た Fl雑 種 にお け る遺 伝 解 析 や 生 育 状 態 ,果 実 品質 の特

性 調 査 が行 われ て い る(Pooler･Scorza,1995b;Scorza･Pooler,1999).

カ ンキ ツ類 で は , これ ま で にい くつ か の 半 数 体 が 獲 得 され て い る も

の の (Germana･Chiancone,2001;2003;Hidakaら,1979;Karasawa,

1971;Oiyama･Kobayashi,1993), 倍 加 半 数 体 に 関 す る 報 告 は ,

Germana･Chiancone (2003) が ク レメ ンテ イ ン の 荊 培 養 か ら誘 導 し

た もの の み で あ る.

一 方 ,Toolapong ら (1996) が 育 成 した 半 数 体 ブ ン タ ン は , 第 1

章 ,第 2章 お よび 第 3章 の結 果 よ り,雌 性 配 偶 子 に は 全 く稔 性 が な

く,雄 性 配 偶 子 も極 め て低 い 稔 性 で あ るた め , 遺 伝 解 析 や 計 画 育 種

に半数 体 ブ ン タ ン を用 い るの は非 常 に 困難 で あ る.

そ こで本 章 で は , 半数 体 ブ ン タ ンの新 梢 の月夜芽 に コル ヒチ ン処 理

を行 うこ とに よ っ て ,倍 加 半 数 体 の作 出 を試 み た .

材 料 お よび 方 法

材 料 に は , 第 1章 と同様 に接 木 5年 生 の 半 数 体 ブ ン タ ン を供 試 し

た .処 理 方 法 は ,9月 下 旬 に硬 化 した 新 梢 の 先 端 に コル ヒチ ン溶 液

を浸漬 した脱 脂 綿 を 10日間巻 き付 け ,乾 燥 防 止 の た め に脱 脂 綿 にパ

ラフ イル ム を被 覆 した .コル ヒチ ンの処 理 濃 度 は ,0.05,0.1お よび

0.2% と した .2か 月 後 ,新 し く萌 芽 した新 梢 の倍 数 性 解 析 を行 った .

倍 数性 を確 認 後 ,得 られ た 細 胞 キ メ ラ個 体 の新 梢 を 1芽 ず つ 採 取 し,

カ ラタチ 台 に 高 接 ぎ を行 っ た . さ らに ,2 か 月 後 , 新 た に発 生 した

新 梢 の倍 数 性 を解 析 した .
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倍 数 性 の解 析 に は , コル ヒチ ン処 理 後 に萌 芽 した幼 葉 を用 い , 第

1章 と同様 に フ ロー サ イ トメー ター に よ る方 法 と酵 素 解 離 に よ る染

色 体観 察 法 を適 用 した . ま た ,得 られ た倍 加 半 数 体 と半数 体 ブ ン タ

ン との遺 伝 的 等 質 性 を解 析 す るた め に ,第 2章 と同様 に RAPD分 析

と CMA染 色 に よ る核 型 分 析 を行 っ た .な お ,RAPD 分 析 に は ,10mer

の ラ ン ダ ム プ ライ マ ー 6 種 類 (OPA一日 ,OPA-18, OPB-5, OPB-7,

OPB一日 ,OPB-15) を使 用 した .

さ らに , 晩̀ 白柚 ', 半 数 体 ブ ン タ ン,倍 加 系 統 お よび 半 数 体 と二

倍 体 な らび に 二倍 体 と四倍 体 の 細 胞 キ メ ラ個 体 にお け る葉 の形 態 的

特 徴 を調 査 した .調 査 項 目は単位 面積 あ た りの葉 重 と気 孔 の縦 径 と

横 径 と し, それ ぞ れ 10反 復 ず つ行 っ た .

結 果 お よび 考 察

半数 体 ブ ン タ ン の新 梢 に コル ヒチ ン処 理 を行 っ た 結 果 ,2 か 月 後

に は ,す べ て の処 理 区 で 萌 芽 が観 察 され た . 萌 芽 して きた 新 梢 の 中

には ,短 い節 間 , 丸 み を帯 び た葉 ,濃 緑 色 の葉 ま た は厚 い葉 な どの

形 態 の異 常 を示 す もの も認 め られ た . そ れ らの新 梢 の倍 数 性 を フ ロ

ー サ イ トメー ター と染 色 体観 察 に よ り解 析 した 結 果 (Fig.4-1,Table

4-1), 半数 体 , 半 数 体 と二 倍 体 の 細 胞 キ メ ラお よび 二 倍 体 と四倍 体

の細胞 キ メ ラが確 認 され た .半数 体 と二倍 体 の 細 胞 キ メ ラは ,0.05,

0.1,0.2%の処 理 区 で そ れ ぞ れ 40.0,25.0, 37.5%と高 い頻 度 で得 ら

れ た .一 方 ,0.05% と 0.1%の処 理 区 で , 二 倍 体 と四倍 体 の 細 胞 キ メ

ラが , そ れ ぞ れ 20.0%と 12.5%の頻 度 で 得 られ た . な お , 二 倍 体 あ
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るい は 四倍 体 は い ず れ の処 理 区 か ら も獲 得 す る こ とが で きな か っ た .

そ こで ,得 られ た い くつ か の細 胞 キ メ ラ を カ ラ タ チ 台 に- 芽 接 ぎ

し,接 木 2か 月 後 に発 生 した新 梢 の倍 数 性 を フ ロー サ イ トメー ター

で解 析 した .そ の 結 果 (Table4-2),半数 体 と二 倍 体 の 細 胞 キ メ ラの

中に は そ の状 態 を維 持 す る系 統 もみ られ た が , 半 数 体 に先 祖 返 りす

る もの も観 察 され た . 二倍 体 と四倍 体 の細 胞 キ メ ラ にお い て も同様

の現 象 が認 め られ た . 二倍 体 と四倍 体 の細 胞 キ メ ラ系 統 で あ る B-1

か ら 2つ の芽 が得 られ , そ れ ぞ れ カ ラ タ チ 台 に- 芽 接 ぎ を行 い ,新

た に発 生 した新 梢 を フ ロー サ イ トメー ター で解 析 した 結 果 ,一 方 は ,

相 対 蛍 光 強 度 が 二 倍 体 と四倍 体 の 2つ ピー クが確 認 され ,倍 数 性 が

そ の ま ま の状 態 で あ る二倍 体 と四倍 体 の 細 胞 キ メ ラ (B-ト 2)を示 し

た が ,も う一 方 は ,相 対 蛍 光 強 度 の ピー クが 二 倍 体 の み (B-1-1)で

しか認 め られ な か っ た (Fig.4-2a). さ らに , この 二 倍 体 系 統 の幼 葉

の染 色 体観 察 を行 っ た結 果 (Fig.4-2b),観 察 した す べ て の細 胞 にお

い て 18本 の染 色 体 が認 め られ ,二倍 体 で あ る こ とが 明 らか とな っ た .

この 二倍 体 は 半 数 体 ブ ン タ ン と比 べ 成 長 が 非 常 に 旺 盛 で (Fig.4-2C),

トゲ の発 生 が観 察 され た (Fig.4-2d).

膜 芽 ,種 子 お よび カル ス な どに コル ヒチ ンや オ リザ リンの よ うな

有 糸 分 裂 阻 害 剤 の 処 理 を行 うと, 多 くの 細 胞 キ メ ラが 出現 す る こ と

が ,ナ シ, カ ン キ ツ , キ ンカ ン, キ ウイ フル ー ツ , ブ ドウお よび バ

ナ ナ な どの 多 くの 果 樹 で 報 告 され て い る (Chalak･Legave, 1996;

Kadota･Niimi,2002;Notsukaら,2000;VanDuren ら,1996;Wu･

Mooney,2002;八 幡 ら,2004).Notsukaら (2000) は ブ ドウの試 験

管 内 で の コル ヒチ ン処 理 にお い て ,誘 導 され た 二 倍 体 と四倍 体 の細

胞 キ メ ラ を さ らに株 分 けす る こ とに よ っ て 四倍 体 を獲 得 して い る.
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本 実験 で は , カ ラ タチ 台 に高接 ぎす る こ とに よ っ て 二倍 体 と四倍 体

の細胞 キ メ ラか ら二倍 体 (B-1-1)を獲 得 す る こ とが で きた .この細

胞 キ メ ラは お そ ら く区分 キ メ ラで あ っ た もの と推 測 され る.

次 に, 晩̀ 白柚 ', 半数 体 ブ ン タ ン,新 梢 - の コル ヒチ ン処 理 と高

接 ぎ に よ っ て 得 られ た 二倍 体 系 統 (B-ト 1),半数 体 と二 倍 体 (A-1-1)

お よび 二倍 体 と四倍 体 の細 胞 キ メ ラ (B-1-2)に お け る単位 面 積 あ た

りの菓 重 と気 孔 の 大 き さを比 較 した (Table4-3).す な わ ち,単位 面

積 あた りの葉 重 は , 晩̀ 白柚 ', 半数 体 ,A-1-1,B-1-1お よび B-1-2

で それ ぞれ 37.3,21.4,31.4,36.9お よび 51.6mg/cm2で あ っ た .B-1-1

の単位 面 積 あ た りの菓 重 は 半数 体 ブ ン タ ン よ り有 意 に重 く,葉 が厚

くな っ て お り, 晩̀ 白柚 ' とほ ぼ 同 じで あ っ た . 気 孔 の 大 き さは ,

B-1-1の気 孔 の縦 経 と横 経 は 半数 体 ブ ン タ ン よ り有 意 に 大 きか った .

ま た , 晩̀ 白柚 ',B-1-1,A-1-1お よび B-1-2間 で 気 孔 の 大 き さに有

意 な差 は認 め られ な か った .

二倍 体 と四倍 体 の 細 胞 キ メ ラか ら得 られ た 二 倍 体 系 統 B-1-1と半

数 体 ブ ン タ ン との遺 伝 的等 質 性 を解 析 す るた め に , 晩̀ 白柚 ', 半数

体 ブ ン タ ンお よび B-1-1で RAPD分 析 を行 っ た .そ の 結 果 (Fig.4-3),

B-1-1は 晩̀ 白柚 ' の 特 異 的 なバ ン ドを有 して お り, 半 数 体 ブ ン タ

ン と同様 の バ ン ドパ ター ン を示 した .さ らに ,CMA染 色 に よ り,半

数 体 ブ ン タ ン と B-ト 1の染 色 体構 成 を調 査 した結 果 (Fig.4-4), 半

数 体 ブ ン タ ンの 染 色 体 構 成 は , lA+lB+lC+2D+4Eで あ っ た の に

対 し(Fig.4-4a),B-1-1は 2A+2B+2C+4D+8Eで あ り(Fig.4-4b),

それ ぞれ の染 色 体 が 半 数 体 ブ ン タ ンの倍 に な っ て い た .この よ うに ,

RAPD分析 と cMA染 色 に よ り,B-1-1は倍 加 半 数 体 で あ る こ とが確

認 され た . カ ン キ ツ類 の 半数 体植 物 か ら旺 盛 な成 長 を示 す 倍 加 半数
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体植 物 を作 出 した の は本 実 験 が は じめ て の報 告 で あ る .

現在 ま で に カ ン キ ツ類 の倍 加 半 数 体 の 同 定 方 法 に は ア イ ソザ イ ム ,

RAPD お よび マ イ ク ロサ テ ライ ト分 析 が 用 い られ て き た (Germana

ら,1994,2000;Germana･Chiancone,2003). しか しな が ら,第 2

章 で述 べ た とお り,酵 素 解 離 と蛍 光 染 色 の組 合 せ に よ る染 色 体 マ ッ

ピン グ技 術 は , カ ン キ ツ類 の染 色 体 の 同 定 に利 用 され , ゲ ノム解 析

や 細 胞 融 合 ,倍 数 性 育 種 な どの様 々 な 生 物 工 学 的研 究 に応 用 され て

い る (Befuら,2000;Guerra,1993;Mirandaら,1997a,b;Pedrosa

ら,2000;Yamamoto･Tominaga,2003;楊 ら,2002).Yamamoto･

Tominaga(2004)は ,CMA染 色 を用 い る こ とに よ っ て , ク レメ ンテ

イ ンの 半数 体 か ら発 生 した 半 数 体 と二倍 体 の周 縁 キ メ ラ にお け る二

倍 体 細 胞 が倍 加 半 数 体 の細 胞 で あ る こ とを証 明 して い る.本 実験 に

お い て も,CMA染 色 に よ りコル ヒチ ン処 理 と- 芽 接 ぎ に よ っ て得 ら

れ た 二倍 体 系 統 が , 半数 体 ブ ン タ ンの倍 加 半 数 体 で あ る こ とを容 易

に 同定す る こ とが で きた .した が っ て ,CMA染 色 に よ る染 色 体 構 成

の解 析 は , カ ン キ ツ に お け る倍 加 半 数 体 を 同 定 す る た め の ,簡 倭 で

有 効 な方 法 で あ る と考 え られ る.

カ ン キ ツ を は じめ とす る被 子植 物 の茎 頂 分 裂 組 織 は ,3 つ の組 織

分化 層 か ら構 成 され お り,組 織 分 化 層 は外 側 か ら第 Ⅰ層 , 第 Ⅱ層 お

よび 第 Ⅲ層 と呼 ばれ て い る.各 層 は そ れ ぞ れ 特 定 の器 官 ･組 織 に分

化 し, カ ン キ ツ で は , 第 Ⅰ層 か らは表 皮 系 が 形 成 され る. 第 Ⅱ層 は

生殖 組 織 (花 粉 や 腫 珠 ),茎 の皮 層 や 通 導 組 織 ,葉 や 子 房 の 下皮 組 織

を 分 化 し , 葉 や 茎 の 中 心 部 や 子 房 の 内 部 は 第 Ⅲ 層 に 由 来 す る

(Frost･Krug, 1942;Sugawaraら,2002).葉 で は , 第 Ⅰ層 が表 皮

を,第 Ⅱ層 と第 Ⅲ 層 は葉 肉組 織 を形 成 す る. 本 実 験 にお い て , 二倍
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体 と四倍 体 の細 胞 キ メ ラで あ る B-1-2は , 晩̀ 白柚 'と比 較 して ,気

孔 の 大 き さが 同程 度 で あ り,葉 が厚 くな っ て い た . ま た ,様 々 な位

置 の枝 にお い て 葉 の倍 数 性 を解 析 した結 果 ,調 査 した す べ て の葉 が

二倍 体 と四倍 体 の 細 胞 キ メ ラ で あ っ た . これ らの 結 果 か ら,B-1-2

は完 全 な 二倍 体 と四倍 体 の細 胞 キ メ ラで あ る と考 え られ , 第 Ⅰ層 が

二倍 体 で あ り, 第 Ⅱ層 と第 Ⅲ層 が 四倍 体 あ るい は 二 倍 体 と四倍 体 の

細 胞 か ら形 成 され て い る もの と推 察 され る .Frost･Krug (1942)

は ,花 粉 や 腫 珠 な どの 生殖 組 織 が 第 Ⅱ層 か ら形 成 され る こ とを報 告

して お り,B-1-2 の 第 Ⅱ層 の 細 胞 が 四倍 体 で あ っ た な ら, 三 倍 体 育

種 の親 と して も重 要 な材 料 とな る と思 わ れ る. 今 後 の研 究 と して ,

この細 胞 キ メ ラの組 織 分 化 層 の倍 数 性 を 明 らか にす る必 要 が あ る.

本 実験 で は , 半 数 体 ブ ン タ ンの新 梢 の膜 芽 - の コル ヒチ ン処 理 と

処 理 後 発 生 した新 梢 の - 芽 接 ぎ を併 用 す る こ とに よ り二倍 体 と四倍

体 の細 胞 キ メ ラか ら二倍 体 が得 られ た . この 二 倍 体 は 半 数 体 ブ ン タ

ン と比 較 して 旺 盛 な成 長 を示 し, トゲ の発 生 が確 認 され た . ま た ,

この 二倍 体 の 単位 面積 あ た りの葉 重 と気 孔 の 大 き さは , 半数 体 ブ ン

タ ン よ り有 意 に重 く,大 き くな り,ま た , 晩̀ 白柚 'と同様 の値 を示

した .さ らに ,RAPD 分 析 と cMA 染 色 に よ る染 色 体 構 成 の結 果 よ り,

この二倍 体 は 半 数 体 ブ ン タ ンの倍 加 半 数 体 で あ る こ とが確 認 され た .

この倍 加 半数 体 は , ブ ン タ ン を は じめ とす るカ ン キ ツ の遺 伝 解 析 や

計 画 育種 を行 う上 で極 め て重 要 な材 料 に な るで あ ろ う.
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摘 要

半数 体 ブ ン タ ン の倍 加 半数 体 を作 出す るた め に , 新 梢 の月夜芽 に コ

ル ヒチ ン処 理 を行 っ た . 処 理 され た膜 芽 か ら新 た に発 生 した新 梢 の

倍 数 性 は , も との 半 数 体 以 外 に , 半数 体 と二倍 体 お よび 二倍 体 と四

倍 体 の細 胞 キ メ ラで あ っ た . 二倍 体 と四倍 体 の 細 胞 キ メ ラ をカ ラ タ

チ 台 に- 芽 接 ぎ した とこ ろ, 二倍 体 と四倍 体 の 細 胞 キ メ ラ以 外 に ,

染 色 体 数 が 18本 の 二倍 体 が得 られ た .この 二 倍 体 系 統 は 半数 体 ブ ン

タ ン と比 較 して 旺 盛 な成 長 を示 した . 二倍 体 系 統 の 単位 面 積 あ た り

の葉 重 と気 孔 の 大 き さを調 査 した とこ ろ , 半 数 体 ブ ン タ ン よ り有 意

に重 くて 大 き く, 晩̀ 白柚 'と同様 の値 を示 した .RAPD分 析 を行 っ

た結 果 , 二倍 体 系 統 は 半数 体 ブ ン タ ン と同様 の バ ン ドパ ター ンで あ

った .ま た ,CMA染 色 に よ る染 色 体 構 成 を調 査 した 結 果 ,二倍 体 系

統 の染 色 体 構 成 は , そ れ ぞれ の染 色 体 が 半 数 体 ブ ン タ ンの倍 に な っ

て い た .以 上 よ り, この 二倍 体 は 半数 体 ブ ン タ ン の倍 加 半 数 体 で あ

る こ とが確 認 され た .
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Fig.4-1.Flowc叫ometricanalysisandchromosomeobseⅣationofnew
sproutlngShootsobtainedfromcolchicinetreatmenttoaxillary
shootbudsofthehaploidpummelo.Bars-20LLm.
a:Haploid(2n-Ⅹ-9).
b:Cytochimera[haploid(2n-Ⅹ-9)anddiploid(2m-2Ⅹ-18)].
C:Cytochimeraldiploid(i:2n-2X-18)andtetraploid(i:2n-4X-36)].
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Fig-4-2.Doubledhaploidobtainedkombud-graftingof2X+4Xcytochimera.
a:Flowcytometricanalysis･
b:SomaticchromosomesofayoungleafcelI(2n-2X-18).Bar-10Llm.
C:Comparisonofinitialgrowthbetweenthehaploidpummelo(left)and

doubledhaploid(right),oneyearaftergrafting.Bar-10cm.
d:Occu汀enCeOfthomontheshootofdoubledhaploid.Ba1-1cm.
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Fig.4-3.RAPDanalysisOn'Bal】pelytl'pummelo,thehaploidpurnmelo,
anddoubledhaploid.
M:100bpladdermarker.B:-Banpelyu'pummelo.
H:Thehaploid.DH:Doubledhaploid.
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Thehaploid(2n-Ⅹ-9)
lA+lB+1C+2D十4E
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Doubledhaploid(2n-2X-18)
2A+2B+2C+4D+8E

Fig.4-4.PhotographsandidiogramsorCMAban°ingpattemsinthesomaticchromosomes
ofthehaploidpummelo(a)anddoubledhaploid(b).Bars-10pm.
meblackreglOnSShownintheidiogTamSindicateCMApositivebands.
A:Telomericbandinbothamsandproximalbandinoneam.
B:Telomericbandinoneam andproximalbandintheotheram.
C:Telomericbandinbotha¶s.
D:Telomericbandinonearm.E:Noband.
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Table4-2.Ploidylevelofshootsobtained舟ombud-

graftingofcytochimera.

Strainsof Strainsa洗er

c叩ochimera bud-gra允ing
Ploidylevel

X+2X

X+2X

X+2X

X+2X

X+2X

X+2X

X+2X

X+2X

X

X

X

2x

2X+4X
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第 5章 総 合 考 察

果 樹 な どの 永 年 作 物 は , 雑 種 性 が 強 く, 播 種 か ら開 花 結 実 に 至 る

ま で 長 年 月 を 要 す る た め , 有 用 形 質 に 関 す る 遺 伝 情 報 が 乏 し く, 計

画 的 な 育 種 の 推 進 が 困 難 で あ る . ま た , 自家 不 和 合 性 , 雌 雄 性 不 稔

性 お よび 多 腫 性 の 特 徴 を 有 す る も の が 多 く, 優 良 品 種 間 で 交 雑 が 困

難 な 場 合 が 多 い . 半 数 体 は , そ の 染 色 体 を倍 加 す る こ と に よ っ て 容

易 に 純 系 個 体 が 得 られ る こ とか ら遺 伝 解 析 や 計 画 育 種 を 行 う上 で 極

め て 有 用 と考 え られ る . さ ら に , カ ン キ ツ 類 で は , 二 倍 体 との 非 対

称 細 胞 融 合 に よ っ て 直 接 , 無 核 と な る 三 倍 体 雑 種 が 得 られ る な ど,

半 数 体 は 極 め て 有 用 な 材 料 で あ る .

カ ン キ ツ類 に お け る 半 数 体 は ,ナ ツ ダ イ ダ イ の 種 子 に X 線 を 照 射

す る こ と に よ り初 め て 作 出 され た (Karasawa,1971).そ れ 以 降 ,カ

ン キ ツ類 に お い て 半 数 体 の 作 出 に 関 す る研 究 が 盛 ん に 行 わ れ , 薪 培

養 に よ りカ ラ タ チ , シ キ キ ツ お よ び ク レ メ ン テ イ ン の 半 数 体 が 誘 導

され , ま た , 三 倍 体 を 交 配 す る こ とで ク レ メ ン テ イ ン と `リー ' の

半 数 体 の 獲 得 に 成 功 して い る (Chenら,1980;Germana･Chiancone,

2001;2003;Hidakaら, 1979;Oiyama･Kobayashi,1993).一 方 ,

春 崎 (1996)は , 宮̀ 内 'イ ヨカ ン とカ ラ タ チ か ら得 られ た 小 粒 種 子

か ら半 数 体 を 1個 体 ず つ 獲 得 して い る . こ の よ うに , カ ン キ ツ 類 で

は様 々 な 手 法 で い くつ か の 半 数 体 の 獲 得 に 成 功 して い る . しか しな

が ら, これ らの 半 数 体 は , 樹 勢 が 極 め て 弱 い た め , 枯 死 す る も の や

ほ とん ど成 長 しな い も の が 多 い . そ の た め , カ ン キ ツ 類 で は 草 本 性

植 物 の 半 数 体 の よ うな 遺 伝 解 析 や 品 種 改 良 に 利 用 され る ど こ ろ か ,

形 態 や 生 殖 機 能 な どの 半 数 体 植 物 に 関 す る 基 礎 的 情 報 も ほ とん ど な
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い .最 近 ,Toolapongら (1996) は , ブ ン タ ン 品種 で あ る 晩̀ 白柚 '

の小粒 種 子 か ら 1個 体 の 半数 体 を獲 得 した . この 半 数 体 ブ ン タ ンは

これ ま で獲 得 され た 半 数 体 とは異 な り, 旺 盛 な成 長 を示 し,発 芽 7

年 目で カ ン キ ツ類 の 半 数 体 で初 め て 開花 し, さ らに , 3 年 後 に結 実

した .本 研 究 で は , 半数 体 ブ ン タ ン につ い て , 莱 , 花 , 花 粉 お よび

果 実 の形 態 調 査 ,雌 性 と雄 性 配 偶 子 の 生 殖 機 能 の解 析 お よび倍 加 半

数 体 の作 出 を行 っ た .

半数 体 ブ ン タ ン の形 態 調 査 を行 っ た と こ ろ , 半 数 体 ブ ン タ ンの葉 ,

花 お よび果 実 は 晩̀ 白柚 ' と比 較 して有 意 に小 さ くな っ て お り, さ

らに , 半数 体 ブ ン タ ン の花 器 は奇 形 を示 した . しか しな が ら,花 粉

と腔 珠 が形 成 され て お り, 花 粉 に は わず か な が らに稔 性 が認 め られ

た . そ こで , 半 数 体 ブ ン タ ンの 生 殖 機 能 を評 価 す るた め に二倍 体 カ

ンキ ツ品種 との 交 雑 を行 っ た と こ ろ, 半数 体 ブ ン タ ン に二 倍 体 の花

粉 を授 粉 した場 合 で は全 く着 果 しな か っ た が , 半 数 体 ブ ン タ ン を花

粉 親 と した 場 合 , 二 倍 体 の雑 種 後 代 が 得 られ , 稔 性 花 粉 (n-9) が

形 成 され て い る こ とが確 認 され た . 半 数 体 は 1組 の染 色 体 のみ か ら

な り,染 色 体 接 合 の相 手 とな る相 同染 色 体 を もた な い た め ,減 数 分

裂 が行 われ て も不 稔 とな るの が普 通 で あ る. しか しな が ら, 中 に は

非 常 に低 い割 合 で は あ るが ,基 本 を逸 脱 した 行 動 をす る もの が あ る.

半数 体植 物 にお け る配 偶 子 の稔 性 回復 機 構 と して , 第 一 減 数 分 裂 後

期 にす べ て の染 色 体 が 同一 極 に移 動 した 場 合 や 退 行 現 象 に よ る復 旧

核 の形 成 , 第 二 分 裂 後 の核 融 合 ,紡 錘 糸 の形 成 方 向 の 平 行 な どが あ

る. そ こで , 本 研 究 の材 料 で あ る半数 体 ブ ン タ ン の雌 性 お よび雄 性

配 偶 子 の形 成 過 程 を調 査 した結 果 ,雌 性 器 官 で は ,雌 ず い 中 の花 柱

溝 の異 常 と胚 の う母 細 胞 が形 成 され ず 腔 の う形 成 に至 らな い こ とが
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確 認 で きた . 一 方 ,雄 性 配 偶 子 形 成 で は , ほ とん どの 分 裂 細 胞 で は

減 数 分 裂 の 異 常 が認 め られ た もの の , 一 部 の 分 裂 細 胞 で は , 第 一 分

裂復 旧 (FDR) に よ り半 数 体 の稔 性 を 回 復 して い る もの と推 測 され

た .本 研 究 で は , カ ン キ ツ類 の 半数 体植 物 の形 態 的 特 徴 お よび 生 殖

機 能 に 関す る基 礎 的 情 報 を獲 得 す る こ とが で き た . 今 後 , これ らの

情 報 は遺 伝 育 種 の 貴 重 な資 料 とな る もの と思 わ れ る.

半数 体 は一 般 的 に , そ の染 色 体 を倍 加 した い わ ゆ る倍 加 半数 体 と

して利 用 す る こ とが ほ とん どで あ る (Lotfiら,2003;qu･Hancock,

2002;Tosca ら, 1995).本 研 究 で は , 晩̀ 白柚 ' か ら得 られ た 半 数

体 ブ ン タ ンの新 梢 に コル ヒチ ン を処 理 す る こ とに よ り,倍 加 半数 体

を作 出す る こ とが で き た . リン ゴ, ナ シお よび モ モ な どのバ ラ科 果

樹 で は ,偽 授 精 腔 珠 培 養 や 蔚培 養 な どに よ り多 くの 半 数 体 が誘 導 さ

れ , そ の ほ とん どで倍 加 半 数 体 系 統 が獲 得 され て い る . 特 に , モ モ

で は倍 加 系 統 間 で 交 雑 が行 われ ,得 られ た Fl雑 種 にお け る遺 伝 解 析

や 生 育 状 態 ,果 実 晶 質 の 特 性 調 査 が 行 われ て い る (Pooler･Scorza,

1995b;Scorza･Pooler,1999).一 方 ,カ ン キ ツ類 で は ,倍 加 半数 体

の育成 は極 め て少 な く,Germana･Chiancone (2003) が 薪 培 養 に よ

って誘 導 した ク レメ ンテ イ ンの み で あ り, モ モ な ど と比 較 す る とカ

ンキ ツ類 の 半 数 体 を用 い た 育 種 や 遺 伝 解 析 - の利 用 は非 常 に遅 れ て

い る. この原 因 と して , カ ン キ ツ類 で は効 率 的 な 半 数 体 の 作 出方 法

が確 立 され て い な い こ と と樹 勢 が 弱 い 特 定 の種 お よび 品種 の み で し

か研 究 され て い な か っ た こ とが 挙 げ られ る.

カ ンキ ツ類 の 半数 体 は , これ ま で種 子 - の X 線 照 射 ,薪 培 養 お よ

び倍 数 体 間 交雑 な どで 作 出 され て い るが , 半 数 体 の獲 得 率 は非 常 に

低 い .バ ラ科 果 樹 で は 半数 体 を獲 得 す るた め に偽 受 精 腫 珠 培 養 が よ
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く用 い られ て い る (Ochatt･Zhang,1996;Pandeyら,1990;Zhang･

LesplnaSSe, 1991). カ ン キ ツ類 で は ,偽 受 精 腫 珠 培 養 の報 告 例 は ほ

とん どな い が ,最 近 ,長 津 (1999) は軟 X線 を 二倍 体 カ ン キ ツ 品種

の花 粉 に照 射 し,偽 受 精 腫 珠 培 養 を行 うこ とに よ り, 晩̀ 白柚 'か ら

1個 体 の 半数 体 植 物 とい くつ か の 半 数 性 を示 す 腔 様 体 の誘 導 に成 功

して い る. 一 方 , オ オ ム ギや コム ギ で は遠 縁 種 との 交 雑 に よ り多 く

の 半数 体 が獲 得 され て い る (Kasha･Kao,1970;Symko,1969). 田

中 (1936)の分 類 で は ,カ ン キ ツ類 が 属 す る ミカ ン亜 科 植 物 に は 35

属 が存 在 す るの に もか か わ らず , カ ン キ ツ類 で は遠 縁 種 との 交雑 に

よ る半数 体 の 作 出 は全 く行 われ て い な い . 今 後 , カ ン キ ツ類 にお い

て も偽 受 精 腫 珠 培 養 や 遠 縁 種 との 交 雑 に よ る半 数 体 の 育 成 につ い て

検 討 し,効 率 的 な 半数 体 作 出方 法 を確 立 す る必 要 が あ る と思 われ る.

ま た , これ ま で獲 得 され て い るカ ン キ ツ類 の 半 数 体 は ,種 , 品種

お よび 系 統 が 限 られ て お り, そ の 中 で もマ ン ダ リン類 や カ ラ タチ な

どの樹 勢 が 比 較 的 弱 い種 類 に属 す る もの が 多 い . そ れ らの 半数 体 は

極 め て貧 弱 な成 長 を示 し, 開花 結 実 は お ろ か ほ とん ど成 長 しな い も

の や 獲 得 さ れ て も す ぐ に 枯 死 す る も の が ほ と ん ど で あ っ た .

Germana･Chiancone (2001) は試 験 管 内 で 三 倍 体 品種 で あ る オ̀ ロ

ブ ラ ン コ ' の花 粉 を ク レメ ンテ イ ン に授 粉 す る こ とに よ り, 多 くの

半数 体 の誘 導 に成 功 した もの の , 育 成 過 程 で す べ て の 半 数 体 が枯 死

した こ とを報 告 して い る.ま た ,春 崎 (1996) は , 宮̀ 内 'イ ヨカ ン

とカ ラ タチ の小 粒 種 子 か ら半数 体 を 1個 体 ず つ 獲 得 した が , これ ら

は極 め て貧 弱 で あ っ た た め ,発 芽 後 す ぐに枯 死 した こ とを報 告 して

い る. この よ うに , 半 数 体 を獲 得 した もの の , そ れ を利 用 す る前 に

枯 死 して しま うこ とが 非 常 に多 い . 一 方 , 本 研 究 で 用 い た ブ ン タ ン
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品種 で あ る 晩̀ 白柚 'の 半 数 体 は ,これ らの 半 数 体 植 物 とは 異 な り,

樹 勢 が極 め て 強 く, 半 数 体 の 状 態 で 開 花 結 実 して い る . さ らに , 長

滞 (1999)は 偽 受 精 腫 珠 培 養 に よ り, 晩̀ 白柚 'か ら 1個 体 の 半 数 体

を獲 得 した が , こ の 半 数 体 も本 研 究 で 用 い た 半 数 体 ブ ン タ ン と同様

に強 い 樹 勢 を示 して い る . お そ ら く, 半 数 体 の 開 花 の 原 因 は , 遺 伝

子 型 が 大 き く影 響 す る もの と考 え られ , ブ ン タ ン類 や シ トロ ン類 の

よ うな樹 勢 の 強 い 種 , 品 種 お よび 系 統 を選 択 し, 半 数 体 を獲 得 す る

こ とに よ り, 半 数 体 の 状 態 を維 持 した ま ま で 開 花 結 実 に 至 る植 物 が

得 られ る もの と考 え られ る .

半 数 体 の利 用 法 と して , 品 種 と して の 直 接 利 用 , 突 然 変 異 育 種 お

よび 倍 加 半 数 体 育 種 な どが 挙 げ られ る が (鵜 飼 ,2003),一 般 的 に は ,

倍 加 半 数 体 を 用 い た 育 種 お よ び 遺 伝 解 析 が ほ と ん ど で あ る (Lotri

ら,2003;qu･Hancock,2002;Toscaら,1995).草 本 性 植 物 で は ,

倍 加 半 数 体 を用 い , 減 数 分 裂 に お け る染 色 体 行 動 な どの 細 胞 遺 伝 学

的解 析 や 耐 寒 性 , 耐 乾 性 お よび 耐 病 性 な どの 遺 伝 解 析 が 行 わ れ て い

る. さ らに , Fl育 種 に よ る 品 種 育 成 な ど も行 わ れ て い る (Lotfiら,

2003;qu･Hancock,2002;Tosca ら, 1995). 特 に , イ ネ , コ ム ギ

お よび タバ コ な どで は , 倍 加 半 数 体 を利 用 して , 多 くの 品 種 が 作 出

され て お り,産 業 面 に 大 き く貢 献 して い る (鵜 飼 ,2003).ま た ,倍

加 半 数 体 は DNAマ ー カ ー の利 用 に よ る量 的 遺 伝 子 座 (qTL)解 析 の

材 料 と して 好 適 で あ る . 近 年 , カ ン キ ツ類 に お い て も DNA マ ー カ

ー を用 い た 遺 伝 解 析 が 盛 ん に行 わ れ て い る (藤 井 ら,2003;Kitaら,

2003;Shimada ら, 2003;2005). 倍 加 半 数 体 と の 交 雑 で 得 られ た

Fl世 代 を材 料 と し,qTL解 析 を行 うこ とで ,カ ン キ ツ類 に お け る多

腫 性 や 雌 雄 性 不 稔 性 , 自家 不 和 合 性 以 外 に ,最 近 注 目 され て い る β-
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ク リプ トキサ ンチ ン, ノ ビ レチ ン, オ ー ラブ テ ン な どの健 康 機 能 性

成 分 の遺 伝 解 析 が 効 率 的 に行 うこ とが で き るだ ろ う.

また , カ ン キ ツ類 で は組 織 培 養 や 細 胞 融 合 な どの 細 胞 工 学 的 技 術

に よ る半数 体 の部 分 ゲ ノム の導 入 が 可 能 で あ る .1980年 代 か ら植 物

バ イ オ テ ク ノ ロ ジー が急 速 に進 歩 し, 育 種 法 の 一 つ と して細 胞 融 合

が行 われ る よ うに な り, カ ン キ ツ類 にお い て も多 くの 体 細 胞 雑 種 の

作 出例 が報 告 され て い る (Grosserら,2000;Guo･Deng,2001;Takami

ら,2004;2005).特 に ,半数 体 と細 胞 融 合 を行 え ば ,種 無 しや 耐 寒

悼 ,耐 病 性 な どの 特 徴 あ る形 質 が期 待 され る三 倍 体 が 獲 得 す る こ と

が で き, さ らに , 直 接 的 に 品種 とな る可 能 性 が 非 常 に 高 く, カ ン キ

ツ産 業 に大 き く貢 献 で き る もの と考 え られ る. 実 際 に , 二倍 体 と半

数 体 との細 胞 融 合 に よ り三 倍 体 が 作 出 され て お り, そ の果 実 が 注 目

され て い る (Kobayashiら,1997;011itraultら, 1998). さ らに最 近

で は , カ ン キ ツ類 にお い て もマ イ ク ロプ ロ トプ ラ ス トを用 い た部 分

ゲ ノム の導 入 が試 み られ て い る (Louzadaら,2002).培 養 細 胞 や 花

粉 母 細 胞 に ア ミプ ロホ ス メチ ル (APM) な どの 分 裂 阻 害 剤 を処 理 す

る こ とに よ り, マ イ ク ロプ ロ トプ ラス トを単 離 す る こ とが で き,

倍 体 との 細 胞 融 合 を行 うこ とに よ り,2m+αの 生 物 体 を 育 成 す る こ

とが で き る. 通 常 は , 二倍 体 の細 胞 か らの 単 離 で あ るた め ,様 々 な

染 色 体 数 を有 す るマ イ ク ロプ ロ トプ ラス トが誘 導 され るが , 半数 体

を用 いれ ば , そ の染 色 体 数 の幅 が 狭 く,材 料 と して 非 常 に扱 い や す

い . 半数 体植 物 由来 の マ イ ク ロプ ロ トプ ラ ス トと二 倍 体 との非 対 称

融 合 は , カ ン キ ツ類 で は これ ま で に報 告 例 は ほ とん どな く, 融 合 個

体 が獲 得 で きれ ば , 自家 不 和 合 性 , 単 為 結 果 性 , 雄 性 不 稔 性 お よび

多腫性 な ど とい っ た 有 用 遺 伝 子 の遺 伝 解 析 に利 用 で き る もの と考 え
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られ る.

以 上 よ り, 本 研 究 で は カ ン キ ツ類 の 半 数 体 植 物 にお け る形 態 的 特

徴 や 生殖 機 能 に 関 す る基 礎 的 情 報 を得 る こ とが で き た . ま た , 半数

体 ブ ン タ ン の新 梢 の厳 芽 - の コル ヒチ ン処 理 を行 い , 倍 加 半 数 体 を

作 出す る こ とが で き た .今 後 ,本 研 究 で 得 られ た 知 見 は ,育 種 学 的 ,

遺 伝 学 的 お よび 発 生 学 的研 究 に お い て 重 要 な 資 料 に な る と考 え られ

る. さ らに , 倍 加 半 数 体 は カ ン キ ツ類 に お け る遺 伝 解 析 や 計 画 育 種

を進 め て い く上 で極 め て 重 要 な材 料 とな る だ ろ う.
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要 約

果 樹 な どの 永 年 作 物 は ,雑 種 性 が 強 く,播 種 か ら開花 結 実 に至 る

ま で長 年 月 を要 す るた め ,遺 伝 解 析 や 育 種 の推 進 が 困難 で あ り, 多

大 の費 用 と圃場 を要 す る. 半数 体 は , そ の染 色 体 を倍 加 す る こ とに

よって容 易 に純 系 個 体 が得 られ る こ とか ら遺 伝 解 析 や 計 画 育 種 を行

う上 で極 め て 有 用 と考 え られ る. カ ン キ ツ類 にお け る半 数 体 は , ナ

ツ ダイ ダイ , カ ラ タチ お よび ク レメ ンテ イ ン な どの い くつ か の種 で

獲 得 され て い るが ,樹 勢 が極 め て 弱 く, ほ とん ど成 長 しな い . そ の

た め , カ ン キ ツ類 で は, 半数 体 の 開花 結 実 例 は な く, 生 殖 機 能 に 関

す る情 報 は 全 くな い . 一 方 ,Toolapong ら (1996) は , ブ ン タ ン品

種 で あ る 晩̀ 白柚 'か ら雌 性 配 偶 子 由来 の 半数 体 を獲 得 した . この

半数 体 は , カ ラ タチ 台 に 高接 ぎす る と旺 盛 に成 長 し,発 芽 7年 以 降

に初 め て 開花 結 実 した .

そ こで本 研 究 で は ,Toolapong ら (1996) に よ っ て 育 成 され た 半

数 体 ブ ン タ ン を用 い , 第 一 に , カ ン キ ツ類 にお け る半 数 体植 物 の基

礎 的情 報 を得 るた め に ,莱 ,花 ,花 粉 お よび 果 実 の形 態 を調 査 した .

さ らに , 半 数 体 ブ ン タ ンの倍 数 性 が維 持 され て い るか を調 査 す るた

め に, フ ロー サ イ トメー ター と染 色 体 観 察 に よ り葉 , 花 お よび 果 実

な どの様 々 な器 官 ,組 織 の倍 数 性 を調 査 した . 第 二 に , 半数 体 ブ ン

タ ンにお け る雌 性 お よび雄 性 配 偶 子 の 生 殖 機 能 を評 価 す るた め に ,

半数 体 ブ ン タ ン と種 々 の 二倍 体 カ ン キ ツ品種 との 交 雑 を行 っ た .第

三 に, 半数 体 ブ ン タ ン の雌 性 お よび雄 性 配 偶 子 にお け る減 数 分 裂 過

程 につ い て詳 細 な細 胞 遺 伝 学 的解 析 を行 い , そ の形 成 過 程 を調 査 し

た .第 四 に,半数 体 ブ ン タ ンの新 梢 の厳 芽 - コル ヒチ ン処 理 を行 い ,
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遺 伝 解 析 や 計 画 育 種 な どに重 要 な材 料 とな る倍 加 半 数 体 の 作 出 を試

み た .

1.カ ン キ ツ類 に お け る 半 数 体 植 物 の 基 礎 的 情 報 を得 る た め に ,半 数

体 ブ ン タ ン に お け る葉 , 花 , 花 粉 お よび 果 実 の 形 態 を調 査 した . ま

た ,半 数 体 ブ ン タ ン の 倍 数 性 が 維 持 され て い る か を調 査 す る た め に ,

フ ロー サ イ トメ ー タ ー と染 色 体 観 察 に よ り葉 , 花 お よび 果 実 な どの

様 々 な器 官 お よび 組 織 の倍 数 性 の 解 析 を行 っ た . 半 数 体 ブ ン タ ン の

莱 ,花 お よび 花 粉 は , 晩̀ 白柚 'と比 較 して 有 意 に 小 さ く,奇 形 の 花

が 多 く観 察 され た .半 数 体 ブ ン タ ン の 花 粉 稔 性 は , 晩̀ 白柚 'の そ れ

と比 較 して 著 し く低 か っ た が , わ ず か な が らに稔 性 が 認 め られ た .

一 方 , 果 実 は 晩̀ 白柚 ' と比 べ , 1/9 程 度 の 重 さで あ り, 非 常 に 小

さ くな っ て い た . ま た , 種 子 の 形 成 は認 め られ な か っ た . 次 に , 半

数 体 ブ ン タ ン の 葉 , 花 お よび 果 実 の 各 器 官 お よび 組 織 を フ ロー サ イ

トメー ター で解 析 した 結 果 , 半 数 体 ブ ン タ ン の 葉 , が く片 , 花 弁 ,

花 糸 ,砂 じ ょ う, ア ル ベ ドお よび フ ラベ ドの 相 対 蛍 光 強 度 が 晩̀ 白

柚 'の 半 分 とな り, す べ て の器 官 お よび 組 織 で 半 数 性 を示 した . さ

らに , 半 数 体 ブ ン タ ン の 幼 葉 の 染 色 体 数 を観 察 した 結 果 , 調 査 した

す べ て の 細 胞 に お い て 9本 の 染 色 体 が 確 認 され た . これ らの 結 果 よ

り, この 本 半 数 体 は調 査 した す べ て の器 官 お よび 組 織 に お い て 半 数

性 を維 持 して い る こ とが 明 らか とな っ た .

2.半 数 体 ブ ン タ ン と種 々 の 二 倍 体 カ ン キ ツ 品 種 との 交 雑 を行 っ た 結

果 , 半 数 体 ブ ン タ ン に 二 倍 体 の 花 粉 を授 粉 した 場 合 で は 全 く着 果 し

な か っ た が , 半 数 体 ブ ン タ ン を花 粉 親 と した 場 合 , 4 つ の 交 雑 組 合
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せ で完 全 種 子 が 得 られ た . これ らの完 全 種 子 は正 常 に発 芽 し, 多 く

の二倍 体 実 生 が 得 られ た . これ らの 実 生 は 旺 盛 に成 長 し, 半数 体 ブ

ン タ ンの形 態 的 特 徴 で あ る翼 葉 を有 して い た .さ らに , 清̀ 見 'と半

数 体 ブ ン タ ン との 交 雑 か ら得 られ た 1 個 体 の 実 生 につ い て ,RAPD

分析 お よび CMA 染 色 に よ る染 色 体 構 成 を解 析 した と こ ろ,雑 種 で

あ る こ とが確 認 され た . これ らの結 果 か ら, 本 半 数 体 で は稔 性 花 粉

(n-9) が形 成 され て い る こ とが 明 らか とな っ た .

3.半数 体 ブ ン タ ン の雄 性 配 偶 子 お よび 雌 性 配 偶 子 の形 成 過 程 を観 察

す る と と もに , 雄 性 配 偶 子 の稔 性 回復 機 構 につ い て 細 胞 遺 伝 学 的解

析 を行 っ た . 半 数 体 ブ ン タ ン にお け る花 粉 母 細 胞 の減 数 分 裂 過 程 を

観 察 した結 果 , 半 数 体 ブ ン タ ンは連 続 した 2回 の 分 裂 を行 っ て い た

もの の , ほ とん どの 分 裂 細 胞 で減 数 分 裂 の 異 常 が認 め られ た .一部

の分裂 細 胞 で は, 第 一 分 裂 後 期 にお い て い くつ か の 一 価 染 色 体 が 両

極 に分 配 され ず , 赤 道 面 付 近 に残 る ものや 周 りの 細 胞 が 第 二 減 数 分

裂過 程 に もか か わ らず , 赤 道 面 に 9個 の 一 価 染 色 体 が 並 列 し, 両極

に分 裂 す る もの が観 察 され た .さ らに ,花 粉 四分 子 期 にお い て ,` 晩

白柚 'で は 99.3%が 四分 子 で あ っ た の に対 し,半数 体 ブ ン タ ンで は ,

一 分 子 か ら六 分 子 の 小 胞 子 型 が観 察 され , 二 分 子 が 24.7%と, 非 常

に高 い頻 度 で 出現 して い た . これ らの結 果 は , 半 数 体 ブ ン タ ンの花

粉 が第 一 分 裂 復 旧 (FDR) の よ うな 異 常 に よ っ て 稔 性 が 回 復 して い

る こ とを示 唆 した . 一 方 ,雌 性 器 官 で は , 半 数 体 ブ ン タ ンの雌 ず い

の 中心 部 で花 柱 溝 同 士 が 癒 合 して お り,花 粉 管 の伸 長 が 阻 害 され て

い た . ま た , 半 数 体 ブ ン タ ンの雌 性 配 偶 子 形 成 で は , 胚 の う母 細 胞

が全 く形 成 され な い た め, いず れ の 時期 にお い て も正 常 に発 達 した
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腔 の うは全 く観 察 され な か っ た .

4.半数 体 ブ ン タ ン の新 梢 の膜 芽 に コル ヒチ ン処 理 を行 っ た 結 果 ,処

理 され た厳 芽 か ら新 た に発 生 した新 梢 の倍 数 性 は , も との 半数 体 以

外 に,半数 体 と二 倍 体 お よび 二倍 体 と四倍 体 の 細 胞 キ メ ラで あ っ た .

二倍 体 と四倍 体 の 細 胞 キ メ ラ をカ ラ タチ 台 に- 芽 接 ぎ した とこ ろ,

染 色 体 数 が 18本 の 二倍 体 が得 られ た .この 二 倍 体 系 統 は 半 数 体 ブ ン

タ ン と比 較 して 旺 盛 な成 長 を示 した . 二 倍 体 系 統 の 単位 面 積 あ た り

の葉 重 と気 孔 の 大 き さを調 査 した と こ ろ, 半 数 体 ブ ン タ ン よ り有 意

に重 くて 大 き く, 晩̀ 白柚 ' と同様 の値 を示 した . さ らに ,RAPD 分

析 と cMA 染 色 に よ る染 色 体 構 成 の結 果 よ り, この 二 倍 体 は 半数 体

ブ ン タ ンの倍 加 半 数 体 で あ る こ とが確 認 され た .
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StudiesonmorphologlCalcharacterizationofahaploidpummeloand

itsreproductivefunction

MasakiYahata

Summary

Woodyspeciessuchasfruitcropsaregenerallycharacterizedbya

longreproductivecycleandahighdegreeofheterozygosity. Forthese

reasons, genetic improvement using conventional methods is

time-consumingandlimitedbytherequiredspaceforfieldcultivation.

Haploid plantsare ofparticularinterestto breedersoffruitcrops

becausetheyaffordtheopportunitytoestablishhomozygousplantsby

doubling or their chromosomes,and these plants are very useful

materialsforgeneticanalysisandstrateglCbreeding. InCitrusand

relatedspecies,haploidproductionhasbeenreportedinNatsudaidai(C.

natsudaidaiHayata),trifoliateorange(PoncirustrifoliatalL.]Raf.),

and clementine (C.clementina Hort.ex Tanaka). However,these

haploidswereveryweak,andtheygrewmoreslowlythandiploidplants.

Therefore,no floweringofhaploidsin C〃r〟∫specieshaseverbeen

reported,andthereproductivepotentialhasnotyetbeendetermined･

Ontheotherhand,Toolapongetal.(1996)Selectedahaploidplant

derivedfrom afemalegameteofthe'Banpeiyu'pummelo(C.grandis

Osbeck). When thishaploidpummelo wasgrafted onto atrifoliate

orange,itshowedvlgOrOuSgrowthandfloweredforthefirsttimeseven
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yearsaftergermination.

Theobjectivesofthepresentstudywere:1)toinvestigatethe

morphologlCalcharacteristicsofleaves,flowers,pollen grains,and

fruitandtoconfirm thestabilityoftheploidy levelofthehaploid

pummelo in several tissues and organs by flow cytometry and

chromosomeobservation,2)toevaluatethereproductivepotentialof

femaleandmalegametesinthehaploidpummelobycrossesbetweenthe

haploidandseveralcitrusdiploidcultivars,3)toinvestigatefemaleand

malegameteformationofthehaploidpummelobycytogeneticanalysis,

and 4)to produce homozygousstrainsofthe haploid pummelo by

colchicinetreatmenttoaxillarybudsofacurrentshoot.

1.MorphologlCalcharacterizationofthehaploidpummelo

MorphologlCalinvestigationsandflow cytometricanalysisinthe

leaves,flowers,andfruitsofthehaploidpummelo wereperformedand

itwasfoundthatallthreewereslgnificantlysmallerthanthoseofthe

B̀anpelyu'pummelo. Although thehaploid pummelo had abnormal

flowers,itproduced slightlyfertilepollen grains. Thefruitofthe

haploidpummelowasverysmall,approximately1/9thesizeofthoseof

B̀anpelyu'pummelo. This fruit had no seed. Flow cytometric

analystsrevealedthatthefluorescenceintensityofthehaploidpummelo

washalrthatoftheleaves,sepals,petals,filaments,Juicesac,albedo,

and flavedo ofthe B̀anpelyu'pummelo. Furthermore,chromosome

observation ofthe young leavesofseveralstemsrevealed thatthe

chromosomenumberorthehaploid pummelo was9. Theseresults
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demonstrated that the ploidy level of the haploid pummelo was

maintained.

2.Evaluationofthereproductivefunctioninthehaploidpummelo

Toevaluatethereproductivepotentialorfemaleandmalegametes

inthehaploidpummelo,thecrossesbetweenthehaploidpummeloand

severaldiploidcitruscultivarswereperformed. Inthecrosseswiththe

diploidcultivarsaspollenparents,nofruitsetofthehaploidpummelo

wasobservedinanyofthecrosscombinations. However,developed

seeds were obtained in four cross combinations, when some

monoembryonicdiploid cultivarswerepollinated with pollen ofthe

haploidpummelo. Thesedeveloped seedsgerminated normally,and

many diploid seedlings were obtained. These seedlings grew

vlgOrOuSly,andallofthem hadlargewingleaves,whichisthetyplCal

morphologyorthehaploidpummelo. Furthermore,thehybridityora

seedlingobtainedfrom thecrossbetweena K̀iyomi'tangorandthe

haploidpummelowasconfirmedbyrandom amplifiedpolymorphicDNA

(RAPD) analysis and chromosome composition was determined by

chromomycin A3 (CMA) staining. These results suggestthatthe

haploidpummelocouldproducefertilepollengrains(n-9).

3.Abnormalitiesofgameteformationinthehaploidpummelo

Toinvestigatefemaleandmalegameteformationinthehaploid

pummelo, cytogenetic analysis during meiosis was performed.

Althoughmeiosisinthepollenmothercellsofthehaploidpummelo
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occurredtwice,abnormalitieswereobservedinmostdividingcells. In

somedividingcells,nounivalentsweredistributedtotheoppositepoles

atanaphaseI;lnStead,theyremainedneartheequatorialplate.Inspite

ofthesecondmeioticdivision,9univalentsrangedontheequatorial

plate,andtheyweredistributedequallyinthedirectionofopposite

poles. Furthermore,inthetetradstage,thetetradwas99.3% inthe

B̀anpelyu'pummelo,whereassporadsofmonadtohexadwereobserved

in仙ehaploidpummelo,andthedyadhadthehighfrequencyor24.7% .

Theseresultssuggestthatanyproductionoffertilepollengrainswould

becausedbytheabnormalitiesinthefirstmeioticdivisionsuchasthe

firstdivisionrestitution(FDR). Ontheotherhand,inthepistilofthe

haploidpummelo,elongationofthepollentubewaspreventedbythe

adhesionofthestylarcanals. Noembryosacmothercellwasformed

amongthefemalegametes,andanormalembryosacwasnotobservedat

anystage. Thecauseoffemalesterilitylnthehaploidpummelowas

abnormalityofthestylarcanalsandthelackofformationofthemother

embryosac.

4.Productionofadoubledhaploidusingcolchicinetreatmentofcurrent

shoots

Toproducethehomozygousstrainofahaploidplantderivedfrom

seedlingsof̀ Banpelyu'pummelo,colchicinetreatmentonaxillarybuds

ofcurrentshootsofthehaploidwasperformed. Numerousshootswith

cytochimeras(Ⅹ+2Xand2Ⅹ+4Ⅹ)arosefrom colchicine-treatedaxillary

buds. When cytochimericbudsof2Ⅹ+4Ⅹ were bud-grafted onto a
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trifoliateorange,adiploidstrainwith 18chromosomeswasobtained

from thecytochimera. Thisdiploid strain showed vlgOrOuSgrowth

comparedwiththeorlglnalhaploidpummelo. Theleafweightperunit

areaandthestomatasizeinthisdiploidwereslgnificantlylargerthan

those ofthe haploid plant,and were almostequalto those ofthe

B̀anpelyu'pummelo. Furthermore,thediploidstrainwasconfirmedto

beadoubledhaploidofahaploidfromthe'Banpelyu'pummelobyusing

RAPD analysis,andthechromosomecompositionwasdeterminedby

CMAstaining.
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pummelo一grapefruithybrid.HortScience15:667-669.

Soost,R･K･and J･W･Cameron･1985･ M̀elogold' ,a triploid

pummel0-grapefruithybrid.HortScience20:1134-1135.

Sugawara,K.,T.Wakizuka,A.Oowada,T.MorlguChiandM.Omura.

2002.HistogenicidentificationbyRAPD analysisofleavesand

106



fruitofnewlysynthesizedchimericCitrus.J.Amer.Soc.Hort.Sci.

127:104-107.

Sulistyaningsih,E.,K.Yamashita and Y.Tashiro.2002.Haploid

induction from Fl hybrids between CMS shallot with Allium

galanthum cytoplasm andcommon onion byunpollinatedflower

culture.Euphytica125:139-144.

Symko,S.1969.HaploidbarleyfromcrossesofHordeumbulbosum(2X)

×H.vulgare(2X).Can.J.Genet.Cytol.ll:6021608.

田 中長 三 郎 . 1936.柑 橘 の研 究 .養 賢 堂 . 東 京 .

徳 永 忠 士 ･新 居 美 香 ･津 村 哲 宏 ･山尾 正 美 . 2005. ス ダ チ に お け る

四 倍 体 と二 倍 体 と の 交 雑 に よ る 三 倍 体 雑 種 の 作 出 お よ び 無 核

品種 徳̀ 島 3Ⅹ 1号 ' の 育 成 . 園 学 研 .4:ll-15.

Takami,K.,A.Matsumaru,M.Yahata,H.KunitakeandH.Komatsu.

2005.Utilization ofintergeneric somatic hybrids as an index

discriminatingtaxainthegenusC〃r〟∫anditsrelatedspecies.Sex.

PlantReprod.18:21-28.

Takami,K.,A.Matsumaru,M.Yahata,T.Imayama,H.KunitakeandH.

Komatsu.2004.Productionofintergenericsomatichybridsbetween

roundkumquat(FortunellajaponicaSwingle)and'Moritanavel'

orange(CitrussinensisOsbeck).PlantCellRep.23:39-45.

Toolapong,P.,H.KomatsuandM.Iwamasa.1996.Triploidsandhaploid

progenies derived from small seeds of B̀anpelyu'pummelo,

crossedwith R̀ubyRed'grapefruit.∫.Japan.Soc.Hort.S°i.65:

255-260.

Tosca,A.,良.Pandolri,S.Citterio,A.Fasoliand S.Sgorbati.1995.

107



Determination by flow cytometry ofthe chromosome doubling

capacity ofcolchicineand oryzalin in gynogenetichaploidsof

gerbera.PlantCellRep.14:455-458.

Toyama,T.K.1974.Haploidylnpeach.HortScience9:187-188.

上 野 勇 ･岩 政 正 男 ･西 浦 昌男 . 1967. カ ン キ ツ属 お よび 近 縁 属 品

種 の 腔 数 . 園 試 報 .B7:ll-21.

鵜 飼 保 雄 .2003.植 物 育 種 学 . 交 雑 か ら遺 伝 子 組 換 え ま で . 東 京 大

学 出版 会 . 東 京 .

VanDuren,M.,R.Morpurgo,∫.Dolezel,and良.Afra.1996.1mduction

and verification of autotetraploids in diploid banana (〟〃∫α

acuminata)byinvitrotechniques.Euphytica88:25-34.

Veilleux,良.1985.Diploid and polyploid gametes in crop plants:

Mechanismsofformationandutilizationinplantbreeding.Plant

BreedingRev.3:253-288.

Wakana,A.,M.IwamasaandS.Uemoto.1981.Seeddevelopmentin

relation to ploidy of zyogotic embryo and endosperm in

polyembryoniccitrus.Proc.Int.Soc.Citricult.Vol.1:35-39.

Wan,Y.,∫.F.Petolino,and∫.M.Widholm.1989.Efficientproduction

of doubled haploid plants through colchicine treatment or

anther-derivedmaizecallus.Theor.Appl.Genet.77:889-892.

Wan,Y.,D.良.Duncan,A.L Rayburn,∫.F.Petolino,andJ.M.Widholm.

1991.The use ofantimicrotubule herbicidesforproduction of

doubledhaploidplantsfrom anther-derivedmaizecallus.Theor･

Appl.Genet.81:205-211.

Wan,Y.and ∫.M.Widholm.1995.Effectofchromosome-doubling

108



agentsonsomaclonalvariationintheprogenyofdoubled-haploids

inmaize.PlantBreed.114:253-255.

Wenzel, G., F. Hoffmann, and E. Thomas. 1976. Heterozygous

microspore-derivedplantsinrye.Theor.Appl.Genet.48:205-208.

Williams,∫.G.K.,A.良.Kubelik,K.∫.Lival,∫.A.RafalskiandS.V.

Tingey.1990.DNA polymorphismsamplifiedbyarbitraryprlmerS

areusefulasgeneticmarkers.Nucl.AcidsRes.18:6531-6535.

Wu,∫.H.andP.Mooney.2002.Autotetraploidtangorplantregeneration

from in vitro Citrus somatic embryogenic callus treated with

colchicine.PlantCellTiss.Org.Cult.70:99-104.

八 幡 昌紀 ･柏 原 夕希 子 ･黒 木 宏 憲 ･園武 久 登 ･小 松 春 喜 .2004. ニ

ン ポ ウキ ン カ ン の 種 子 か らの 四 倍 体 誘 導 に 及 ぼ す コル ヒチ ン

とオ リザ リン処 理 の影 響 . 園 学 研 .3:ll-16.

山本 雅 史 ･奥 代 直 巳 ･松 本 亮 司 . 1992a. ア ン コー ル (Citrusnobilis

xc.deliciosa) を種 子 親 に用 い た 交 雑 実 生 に お け るや くの退 化

の分 離 . 園 学 雑 .60:785-789.

山本 雅 史 ･奥 代 直 巳 ･松 本 亮 司 .1992b.や くの 退 化 した 品 種 を種 子

親 に用 い た とき の カ ン キ ツ にお け るや くの 退 化 の 遺 伝 . 園 学 雑 .

60:79ト 797.

Yamamoto,M.,良.Matsumoto,N.OkudaiandY.Yamada.1997.Aborted

anthersofC〃r〟∫resultfrom gene-cytoplasmicmalesterility.S°i.

Hortic.70:9-14.

山本 雅 史 ･松 本 亮 司 ･故 山 田彬 雄 . 1998. カ ン キ ツ果 汁 と新 梢 の リ

モ ノイ ド含 量 の 品 種 間 差 異 及 び 両者 の 関係 .果 樹 試 報 .31:25-37.

Yamamoto, M. and S. Tominaga. 2002. Relationship between

109



seedlessnessofKeraji(Citruskerajihort.exTanaka)andfemale

sterility and self-incompatibility.∫.Japan.Soc.Hort.S°i.71:

183-186.

Yamamoto,M.andS.Tominaga.2003.Highchromosomalvariabilityor

mandarins(Citrusspp.)revealedbyCMAbanding.Euphytica129:

267-274.

Yamamoto, M.and S.Tominaga.2005.CMA ban°ing pattern or

chromosomes is useful for the identification or chromosome

doublinglnhaploidcitrus.Breed.S°i.54:351-354.

Yamashita,K.1978.Studieson self-incompatibility ofHyuganatsu,

CitrustamuranaHort.exTanaka.(I)Pollenbehavioronstigmas

andpollentubegrowthinstylesobservedunderascanningelectron

microscopeandafluorescentmicroscope.∫.Japan.Soc.Hort.S°i.

47:188-194.

山下研 介 .1980.ハ ツサ クの 自家 不 和 合 性 に 関す る研 究 (第 1報 ).

雌 ず い 内 に お け る 自家 花 粉 の 行 動 と数 種 の 不 和 合 性 打 破 処 理

の効 果 につ い て . 園 学 雑 .49:49-56.

山下研 介 ･山 口和 典 . 1992. 四倍 体 ヒュ ウガ ナ ツ花 粉 の組 織 学 的 な

らび に 生 理 学 的 異 常 . 園学 雑 .60:845-849.

Yam,L.Y.,X.Z.ZhangandG.∫.Liu.2000.Occurrenceofunreduced

gametesandploidyrestorationinhaploidCapsicum annuum L･J･

Hort.S°i.Biotechnol.75:195-197.

楊 暁伶 ･北 島 宣 ･長 谷 川 耕 二 郎 .2002. 土̀ 佐 文 旦 ' × 水̀ 晶 文

旦 'の倍 数 性 交 雑 実 生 の染 色 体 構 成 に基 づ く対 合 染 色 体 の非 還

元 配 偶 子 の推 定 . 園 学 雑 .71:538-543.

110



吉 田俊 雄 ･根 角 博 久 ･吉 岡 照 高 ･家 城 洋 之 ･伊 藤 祐 司 ･中野 睦 子 ･

上 野 勇 ･山 田彬 雄 ･村 瀬 昭 治 ･瀧 下 文 孝 . 2003. キ ン カ ン新

品種 ぶ̀ ち ま る '. 果 樹 研 報 .2:9-16.

Zagorcheva,L.,M.Aleksandrova,andT.Kichukova.1987.Meiosisin

haploidofCucumisficifoliusA.Rich.GeneticaiSelektsiya20:

269-271.

Zhang, Y. X. and Y. LesplnaSSe. 1991. Pollination with

gamma-irradiated pollen and developmentof fruits,Seeds and

parthenogeneticplantsinapple.Euphytica54:101-109.

1 1 1


	Image 0001
	Image 0002
	Image 0003
	Image 0004
	Image 0005
	Image 0006
	Image 0007
	Image 0008
	Image 0009
	Image 0010
	Image 0011
	Image 0012
	Image 0013
	Image 0014
	Image 0015
	Image 0016
	Image 0017
	Image 0018
	Image 0019
	Image 0020
	Image 0021
	Image 0022
	Image 0023
	Image 0024
	Image 0025
	Image 0026
	Image 0027
	Image 0028
	Image 0029
	Image 0030
	Image 0031
	Image 0032
	Image 0033
	Image 0034
	Image 0035
	Image 0036
	Image 0037
	Image 0038
	Image 0039
	Image 0040
	Image 0041
	Image 0042
	Image 0043
	Image 0044
	Image 0045
	Image 0046
	Image 0047
	Image 0048
	Image 0049
	Image 0050
	Image 0051
	Image 0052
	Image 0053
	Image 0054
	Image 0055
	Image 0056
	Image 0057
	Image 0058
	Image 0059
	Image 0060
	Image 0061
	Image 0062
	Image 0063
	Image 0064
	Image 0065
	Image 0066
	Image 0067
	Image 0068
	Image 0069
	Image 0070
	Image 0071
	Image 0072
	Image 0073
	Image 0074
	Image 0075
	Image 0076
	Image 0077
	Image 0078
	Image 0079
	Image 0080
	Image 0081
	Image 0082
	Image 0083
	Image 0084
	Image 0085
	Image 0086
	Image 0087
	Image 0088
	Image 0089
	Image 0090
	Image 0091
	Image 0092
	Image 0093
	Image 0094
	Image 0095
	Image 0096
	Image 0097
	Image 0098
	Image 0099
	Image 0100
	Image 0101
	Image 0102
	Image 0103
	Image 0104
	Image 0105
	Image 0106
	Image 0107
	Image 0108
	Image 0109
	Image 0110
	Image 0111
	Image 0112
	Image 0113
	Image 0114
	Image 0115
	Image 0116

