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Summary
†

Relationshipbetweenweightofseedsandploidyleveloftheseed-derivedplantletsobtainedfromreciprocal
crossesbetweendiploid B̀anpelyu'pummeloandtwotetraploidvarietieswereexaminedtoefficientlyselect
triploidprogeniesforfurtherbreedingofthepummelo･Percentagesoffullydevelopedseedsobtainedfromthe
crossofEBanpelyu'pummelowith4XYuzuor4XNatsudaidaiweredecreasedby48･0%and8･4%ascompared
withthecontrol,TeSpeCtively･Seedlingsobtainedfrom thesetwocrossesincludedtTiploids,tetraploidsand
bexaploid･B̀anpeiyu'pummeloasseedparentyieldedahighpercentageoftriploids(88･0%)whencrossedwith

4XYuzu･butlowpe.rcentage(30･2%)whencrossedwith4XNatsudaidai.Inbothcrosses･theaverageweightof
triploidseedswassignificantlylighterthanthatoftetraploidseeds･Furthermore,allseedlingsderivedfrom
undevelopedseedsweretriploids･
Percentagesoffullydevelopedseedsobtainedfrom4XYuzuor4XNatsudaidai × B̀anpelyu'Pummelowere
notdifferentfromthoseofseedsfromopenpollinatedfruits,butweightsoftheseseedswereextremelydecreased
comparedtoseedsfromopenpollinatedfruits･Approximately50%ofinvitroculturedseedlingsobtainedfrom
bothcrossesweretriploid,whiletheothersweretetraploids,whichmightbederivedfromnucellarembryosof
seedparents･Therewasnodifferenceintheaverageweightsofseedsbetweenhaveseedsyieldingtriploid
seedlingsandthoseyieldingtetraploidsthatmighthaveorlglnatedfromnucellartissue.
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緒 昌

カンキツ類では生食または加工用として利用しやすい

無核性が好まれており,ネーブルオレンジやウンシュウ

ミカンのように無核あるいは種子が極めて少ない品種が

多い･無核性の育種は,やく退化などの遺伝的不稔性を

交雑育種に利用する方法(西浦ら,1983)や放射線で突然

変異を誘発する方法Pensz,1971)などが利用されてき

た.この他に無核性品種の育成のための手法として三倍

体育種があげられる(Soost･Cameron,1980;1985).

一般に,交雑による三倍体の作出方法として,二倍体×
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四倍体および四倍体×二倍体の倍数体間交雑(Longley,

1926;Esen･Soost,1972;金好ら,1997)と二倍体間交

雑から得 られる小粒種子か らの選抜 匹sen ･Soost,

1971;Wakanaら,1981;Toolapongら,1996)がある.

しかしながら,二倍体×四倍体においては,組合せによ

って正常な受精から得られる三倍体の他に二倍性の非還

元性雌性配偶子と二倍性の還元性雄性配偶子との受精に

よる四倍体や肱と肱乳における倍数性の比のアンバラン

スにより早期退化した不完全種子が多数発生することが

知られている(立川ら,1961;Esen･Soost,1972;Ya-

mashita,1976;生山ら,1982;高原ら,1982).このこ

とが,カンキツにおける三倍体育種の問題点の一つとな

っている.

近年,植物の倍数性育種においてフローサイトメーター
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による倍数性解析が利用されている.従来,倍数性解析

に用いられている押しつぶ.し韓は,プレパラートの作成

から顕微鏡観察までに少なくとも2日間は必要であり,1

日に行う染色体調査にも限界がある.しかしながら,フ

ローサイトメーターは,迅速かつ少量のサンプルで植物

の倍数性を解析することが可能であり,キウイフルーツ,

カキおよびブルーベリーなどの染色体が小さく,また,そ

の数が多いために観察が困難な場合や多数のサンプルの

調査を行う場合には極めて有効である(Costichら,1993;

Boase･Hopping,1995;Tamuraら,1996).

そこで,本研究では,九州特産カンキツである 晩̀白柚'

を主な材料として三倍体育種を効率的に進めるための基

礎的情報を得るために,二倍体と四倍体間で正逆交雑を

行い,フローサイ トメーターを利用して種子の重さと倍

数性との関係を調査した.また,二倍体×四倍体から得

られた不完全種子の培養を行い,得られた実生の倍数性

を調査 した.

材 料 お よ び方法

供試材料には,熊本県農業研究センター果樹研究所栽

植の二倍体 晩̀白柚'(CitrusgrandisOsbeck),佐賀大学農

学部附属農場栽権の四倍体ユズ(C.junoshort.exTa-

naka)および四倍体ナツダイダイ(C･natsudaidaiHAyata)

の成木を用い,廃 自柚'×四倍体ユズ, 晩̀白柚'×四倍

体ナツダイダイ,四倍体ユズ× 晩̀白柚'および四倍体ナ

ツダイダイ× 晩̀自柚'の二倍体と由倍体間で正逆交雑を

行った.

交雑は,5月中旬め開花直前の花を除雄し,綿棒で受

粉した後に袋をかけた.交雑した果実は,12月上旬に収

穫 し,果実重と種子数を調査 した.その後,得られた種

子については正常に発達しているものを完全種子,しい

な状態のものを不完全種子とし,完全種子には番号をつ

け,それぞれについて種子重を測定した.さらに, 晩̀白

柚 'を種子親とした組合せから得られた全ての完全種子

は,種皮を取り除き,25℃のインキュベーター内で湿っ

たろ紙上に置床し,発芽させた.また,二倍体×四倍体

から得られた不完全種子と四倍体×二倍体から得られた

完全種子は,3.0%ショ糖,0.5gn麦芽抽出物および2.0

g/1ジェランガムを添加したMT培地(Murashige･Tuck-

er,1969)培地上で培養を行った.培養は,すべて25℃,

40〟molm~2S~1,連続照明条件下で行った.

得 られた実生の倍数性の解析には,フローサイ トメー

ター匹PICSXLSYSTEMⅡ,BECKMANCOULrER)

による方法と根端の押しつぶしによる染色体観察法を用

いた.フローサイ トメーターによる解析には,春崎ら

@000)の方法に従い,試料として実生の幼葉を用いた.

採取 した試料50mgに2mlchoppingbufEerl25mgnpro-

pidillmiodide(PD,50mMNa2SO3,140mM2-メルカ

酸,pH7.5】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(Calbiochem,Co.ud.)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550plchoppingbufferと混合し,よく懸濁

した.さらに,測定直前に50iLlの500mgAPI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,いくつ

かの実生については一部修正した生山(1981)の染色体観

察法を適用して染色体数を調査した.すなわち,1.5-2.0

cmに伸長した幼根の先端0.5cmを採取し,2mM8-ヒ

ドロキシキノリンで4℃,12時間前処理後,酢酸アル

コールで4℃,12時間固定した.さらに,1%ラクトプ

ロビオニック･オルセインで25℃,3時間,解離 ･染色

した後,押しつぶし法によってプレパラートを作成し,光

学顕微鏡を用いて観察した..

結 果 お よび考 察

二倍体 晩̀白柚'と四倍体の正逆交雑を行った結果(第

1表),二倍体×四倍体において,放任受粉区の完全種子

出現率は,93.3%であったのに対 し,四倍体ユズと四倍

体ナツダイダイを交雑した場合,それぞれ48.0%と8.4%

となり,特に,四倍体ナツダイダイを花粉親として用い

た場合,多くの不完全種子が出現 した.一方,四倍体×

二倍体においては,四倍体のユズおよびナツダイダイが

それぞれ多涯であるため,完全種子出現率は,放任受粉

区と 晩̀白柚'を交雑したものとを比較して,四倍体ユズ

では95.8%と93.8%であり,四倍体ナツダイダイでは

87.9%と75.0%であり,それぞれほとんど差異は無かっ

た.

次に,二倍体×四倍体で得ら●れた完全種子の重量別出

現頻度を比較した結果(第1図), 晩̀自柚'の放任受粉で

は0.5g付近に多くの種子が分布していたのに対し,四倍

体ユズを花粉親とした場合には0.4g付近,四倍体ナツダ

イダイを花粉親した場合には0.25g付近と0.5g付近に多

く分布 していた.なお,平均種子重(総種子)は,四倍体

ユズを花粉親とした場合には0.28g,四倍体ナツダイダイ

を花粉親とした場合には0.11gであり,いずれも 晩̀白柚'

の放任受粉区で得 られた種子 と比較 して軽かった

(第1表).また,四倍体×二倍体で得られた完全種子に

ついて放任受粉区と 晩̀白柚'を交雑 したものとを比較し

たところ(第1表),四倍体ユズでは0･33gと0.22g,四

倍体ナツダイダイでは0.25gと0･12gで,それぞれ放任

受粉の約 2/3と1/2程度となり,四倍体×二倍体の交雑に

おいても種子重が軽 くなった.

二倍体×四倍体における種子形成については,不完全

種子の割合が高くなり,完全種子が小さくなることが報

告されている(立川ら,19611;Esen･Soost,1972).特

に,Yamashita(1976)は,花粉親に四倍体ナツダイダイ

プトエタノール･1･0%TritonX-100,50mM トリス 養用いた時,得られる種子のほとんどが不完全種子とな
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第1図 晩̀白柚'放任受粉,晩̀白柚'×四倍体ユズおよび 晩̀白柚'×四倍休ナツダイダイから得られた種子ゐ
重量別出現頻度の比較

第1蓑 晩̀白柚'と四倍体の正逆交雑結果

完全種子
出現率

249

種子親 花粉親 交配花数 着果数
着果率 平均果実重 種子数

(%) (g) 通常 小粒 計

一果実あたり 平均種子圭 (g)

不完全 の完全種子歎 給種ヂ 完全種子 (%)

放任授粉 - 3 - 1332.0 95 3 98 7 32.7 0.43ar 0.44NS 93.3

晩白油 四倍体ユズ 30 10 33･3 1599･4 224 14 238 258 23･8 0･28b O･40 48･0
四倍体ナツ
ダイダイ

60 30 50.0 1850.4 137 26 163 1775 5.4 0.llc 0.41 8.4

四倍体ユズ
政任授粉 - 5 111.5 66 2 68 3 13.6 0.32a 0.33a 95.8

晩白柚 5 1 20.0 53.7 15 015 1 15.0 0.21b 0,22b 93.8

四倍体ナツ 放任授粉 - 5 - 450･0 51 051 7 10･2 0･23a O･25a 87･9

ダイダイ 晩白油 21 1 4.8 366.0 1 ll 12 4 12.0 0.lob 0.12b 75.0

t通常種子+小粒朱子+不完全種子
yダンカンの多重検定により,異なるアルファベット間に有意差 (5%)があることを示す
It克全種子歎 (通常種子+小粒種子)/絵種子数)×100

o 相対蛍光強度 1024 0 相対蛍光強度 1024 0 相対蛍光強度 1024

第2図 晩̀白柚'と四倍体ユズとの交雑から得られた実生のフローサイトメーターによる倍数体解析

A,三倍体;B,四倍体;C,六倍体

ることから,ヒュウガナツの無核果生産に四倍体ナツダ

イダイを受粉樹として利用することを提唱している.一

方,Esenら(1978)は,四倍体×二倍体から得られる種子

は,四倍体×四倍体から得られる種子の約1/6-1/3の重さ

になることを報告 している.

次に,これらの種子を播種したところ, 晩̀白柚'×四

倍体ユズと 晩̀自柚'×四倍体ナツダイダイからそれぞれ

117と86本,また,四倍体ユズ×.̀晩自柚'と四倍体ナツ

ダイダイ× 晩̀白柚'からそれぞれ13と12本の実生が得

られた.これらの実生の倍数性をフローサイトメーター

で解析した結果(第2図,第2表),ほとんどが三倍体と

四倍体であり,.花粉親に四倍体ユズを使用した区では六

倍体が1個体確認された.さらに,無作為に選抜した10

個体の実生について染色体数を調査した結果,六倍体の

染色体数の観察はできなかったが,三倍体と四倍体につ

いてはフローサイトメーターによる倍数性解析とすべて

一致した(第3図)･調査した個体の中に異数体は観察さ

れなかった.カンキツ額の育種におけるフローサイ ト

メーターの利用は,体細胞雑種 (Mirandaら,1997;

011itraultら,1998)や三倍体(011itraultら,1996a;春崎

ら,2000)の選抜において既に利用されている.フロー

サイトメーターによる倍数性解析は,カンキツ類の倍数

性育種を効率的に進めるための有効な手法であると考え

られる.

次に,二倍体×四倍体の完全種子から得られた倍数体

の出現頻度を調査したところ(第2表), 晩̀自柚'×四倍
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第2蓑 ‥晩白柚'と四倍体の正逆交雑から得られた実生の倍数性とその実生が出現 した種子の重さの比較

種子親 花粉親 倍数性 個体数
出現頻度 平均種子重 種子重 (g)

(%)王 (g) 最大値 最小値

三倍体 103 88.0 0.43by 0.78 0.23

晩白柚 四倍体ユズ 四倍体 13 11.1 0.51a 0.75 0.38

六倍体 1 0.9 0.24 0.24

晩白柚 四倍体ナツダイダイ
三倍体 26 30.2 0,36b 0.59 0.16

四倍体 60 69.8 0.53a 0.82 0.20

四倍体ユズ 晩白柚
三倍体 6 46.2 0.23NS 0.27 0.18

四倍体 7 53.8 0.22 0.32 0.10

四倍体ナツダイダイ 晩白柚
三倍体 6 50.0 0.10NS 0.12 0.05

四倍体 6 50.0 0.12 0.34 0.05

‡個体数/給個体数

yダンカンの多重検定により.異なるアルファベット間に有意差 (5%)があることを示す

第3図 晩̀白柚'と四倍体ユズとの交雑から得られた実生の根端

の染色体

A,三倍体 (2n=3Ⅹ=27);ち,四徳体 (Zn=4Ⅹ=36)

体ユズでは三倍体出現率が88.0%と高かったのに対し,

晩̀白柚'×四倍体ナツダイダイでは30.2%と低く,四倍体

の出現率の方が高くなった.カンキツ類の二倍体×四倍

体において,三倍体は肱と肱乳との倍数性比(3:4)のアン

バランスによりそのほとんどが不完全種子となり,非還

元性の雌性配偶子が関与した四倍体(4:6=2:3)は正常に成

長 し,完全種子になりやすいことが報告されていや

(Esen･Soost,1972)･本研究の獲得個体数における四倍

体の出現頻度をみた場合, 晩̀白柚'×四倍体ユズでは

ll.1%, 晩̀白柚'×四倍体ナツダイダイでは69.8%であ

り,カンキツ類の二倍体×二倍体から出現する非還元性

の雌性配偶子の出現頻度と全く異なっていた.しかし,両

交雑組合せの四倍体出現頻度について不完全種子を含め

た総種子数に対する割合で見たところ,それぞれ2.6%と

3.1%であり,二倍体間の交雑から出現する非還元性の雌

性配偶子の出現頻度と近似 していた.しかし,三倍体出

現頻度を同様に不完全種子を含めた総種子数に対する割

合で見たところ,それぞれ20.8%と1.3%と異なってお

り,四倍体の花粉親の違いが三倍性肱の発育過程に何ら

かの影響を与えていることが推察された.立川ら(1961)

と生山ら(1982)も,四倍体ナツダイダイを花粉親に用い

た場合,不完全種子が多く出現 し,完全種子から得られ

た実生のほとんどが四倍体であったことを報告しており,

特に四倍体ナツダイダイを花粉親として用いた場合,受

精後の肱の発育が停止しやすいものと推察された.今後,

受精後の肱の発育過程について詳細な調査が必要である

柚 '×四倍体ユズから1個体の六倍体が得られた.二倍体

×四倍体の交雑での六倍体の出現は,立川ら(1961),

Esen･Soost(1972)および生山ら(1982)などによって報

告されている.Esen･Soost(1972)は,その六倍体の発生

起源について,四倍性の二重非還元性雌性配偶子と二倍

性の還元性雄性配偶子の受精によるものと推測している.

しかしながら,楊ら(2002)は,土̀佐文旦'と 水̀晶文旦'

との二倍体間交雑で得られる三倍体および四倍体につい

て,CMA分染パターンに基づく染色体構成を調査し,得

られた三倍体および四倍体の発生は,非還元性の雌性配

偶子だけでなく,非還元性の雄性配偶子も関与している

ことを報告 している.本研究で得られた六倍体は,非還

元性の雌性および雄性配偶子の受精あるいは二重非還元

性の雌性配偶子と還元性雄性配偶子間の受精の可能性が

考えられ,細胞遺伝学的手法による発生起源の解明が必

要であると思われる.

一方,四倍体ユズおよび四倍体ナツダイダイを種子親

とした両組合せでは,珠心腫由来の実生に混じって,そ

れぞれ約50%の頻度で三倍体が得られた(第2表).生山

(1992)は,四倍体 川̀野ナツダイダイ'を種子親として二

倍体の5品種を交雑し,その成熟肱の染色体数を調査した

結果,三倍性肱は30-50%の種子で認められ,それ以外

の種子は小粒となっているにもかかわらず四倍性肱しか

認められなかったことを報告している.さらに,この原

因として,三倍性受精肱の発達が珠心肱の発生によって

抑えられたものと推測している.

次に, 晩̀白柚'×四倍体から得られた実生の種子重を

倍数体ごとに比較した結果(第2表), 晩̀白柚'×四倍備

ユズおよび 晩̀白柚'×四倍体ナツダイダイから得られた

三倍体および四倍体の平均種子重は,それぞれ0.43gと

0.51gおよび0.36gと0･53gであり,両組合せにおいて

三倍体は四倍体の種子より有意に軽いことが認められた.

そこで,種子重とそれぞれの倍数体の出現頻度をみたと

ころ(第4図), 晩̀白柚'×四倍体ユズでは,三倍体と匹

倍体の種子の分布に明らかな違いはみられなかったが,

晩̀自柚'×四倍体ナツダイダイでは,0.25g付近に三僧

体,0.5g付近に四倍体が多く出現しており,三倍体と匹

倍体の種子重の分布には明確な差異が認められた.なお,

と考えられる･なお･染色体数は未確認であるが, 晩̀ ･六倍体の種子重は0･24gの小粒種子由来であ-た･一方,
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四倍体ユズ× 晩̀自柚'および四倍体ナツダイダイ× 晩̀

白柚'から得られた種子について三倍体実生と四倍体実生

のみが得られた種子の重さを比較し.た結果,両者の種子

重には有意な差異は観察されなかった.金好･蔵尾(2000)

は,単腫性品種である 清̀見'の四倍体に二倍体のオオタ

チバナを交雑した結果,得られた完全種子のほとんどが

中一極小の大きさであり,完全種子の実生は全て三倍体で

あったことを報告している.本研究では,種子親が多肱

性の四倍体であり,出現した四倍体実生はいずれも 晩̀自

柚'の特徴である翼葉を持たず珠心肱由来であると考えら

れた.したがって,多肱性品種でも前述したように放任

受粉の種子と比べ小粒となり,その大きさは珠心肱形成

や雑種肱由来である三倍体の出現の如何に関わらず雑種

腔と肱乳の倍数性比(3:5)によって決定されるものと推察
される.

二倍体×四倍体から得られた不完全種子の培養を行っ

た結果, 晩̀白柚'×四倍体ユズと 晩̀白柚'×四倍体ナツ

ダイダイからそれぞれ13個体と12個体の実生が得られ,

それらの倍数性はすべて三倍体であった.単肱性二倍体

×四倍体により得られた不完全種子の肱は,そのほとん

どが三倍体であることが報告されている(Sta汀antino･

Recupero,1981).また,単腔性二倍体と体細胞雑種(異

質四倍体)との交雑により得られた不完全種子の肱も同様

にすべて三倍体であったことが報告されている(Oiyama

ら,1991;Kobayashiら,1995).以上のように,単肱性

二倍体と四倍体との交雑より得られる不完全種子は,培
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第4図 晩̀白柚'×四倍体ユズと 晩̀白柚'×四倍体ナツダイダイ

から得られた実生の倍数性とその実生が出現 した種子の重

さとの関係
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養により効率的に三倍体を獲得することができ,特に,完

全種子の三倍体が得にくい交雑組合せでは有効な手法に

なるものと考えられる.

本研究では, 晩̀白柚'と四倍体の正逆交雑によって得ら

れた種子の重さとその種子より発生 した実生の倍数性を

明らかにした. 晩̀白柚'を種子親とした場合には,四倍

体の花粉親によって三倍体の発生頻度が異なり,三倍体

と四倍体の種子の重さには有意な差異が観察された.ま

た,フローサイ トメーターは,カンキツ類の倍数性育種

を効率的に進めるために有効な手法であることが確認さ

れた.今後,単肱性品種や優良品種における四倍体の育

成とその遺伝育種学的利用,様々な品種の倍数体間交雑

における倍数体の発生頻度の規則性,予期 しない倍数体

における発生起源の解明等に関する基礎的研究を行うこ

とにより,既存品種間交雑での効率的な三倍休作出が可

能になるものと思われる.

摘 要

晩̀白柚'を用いた三倍体育種を効率的に進めるために,

二倍体と四倍体間での正逆交雑から得られた種子の重さ

とその倍数性との関係を調査した.

晩̀白柚'に四倍体ユズまたは四倍体ナツダイダイを交

雑したところ,完全種子出現率が対照区(放任受粉果)と

比較 してそれぞれ48.0%と8.4%まで減少 した.それら

の実生の倍数性を調査 した結果,三倍体と四倍体が確認

され,前者の組合せからは六倍体が1個体得られた. 晩̀

自柚'×四倍体ユズでは三倍体の発生率が高 く(88.0%),

晩̀白柚'×四倍体ナツダイダイでは低かった(30.2%).二

倍体×四倍体の両組合せから得られた三倍体と四倍体の

平均種子重は,三倍体が四倍体より有意に軽いことが明

らかとなった.さらに,これらの組合せから得~られた不

完全種子を培養 した結果,得られた実生はすべて三倍体

であった.

一方,四倍体ユズおよび四倍体ナツダイダイに 晩̀白柚'

を交雑 した結果,放任受粉異と比較 して,それぞれの完

全種子出現率には大きな差異は観察されなかったものの,

種子重は有意に減少した.三倍体は,珠心肱由来と考え

られる四倍体に混じって,それぞれの組合せで約50%の

頻度で得られた.三倍体が発生 した種子とそれ以外の種

子の重さには有意な差異は観察されなかった.
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