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リンゴ無配合生殖性野生種の後代個体における雑種の判別
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1 は じ め に

一般的に,リ ンゴの台木は栄養的に繁殖されている。繁

殖の観点からは,栄養繁殖より種子繁殖がはるかに効率的

であるが,種子からは遺伝的に均―な実生が得られない。

リンゴの野生種には,無配合生殖をするものがあり,種

子から遺伝的に均一な実生が得られる。無配合生殖性野生

種から得られた実生を台木として利用することは,欧米や

中国で試みられてきた26)。 しかし,樹が大きくなり過 ぎ

たり,ウ イルス病に弱かったりで,普及しなかった。

無配合生殖性のν況
“
sん″ θんοas,s Rehdり に,わ い

性台木を交雑 し,わい性でウイルスに強い無配合生殖性台

木を育成する場合に,Mん″ a物¨js× M9か ら得 られた

実生は,葉の形態が″ ん″ ん́oたs:sに類似 し,葉の形態

から雑種個体を識別することが困難であった。雑種を的確

に判別する方法が,育種の効率をあげるうえで必要である。

ν λ″,θあοttjsに ,本質部に赤い色素をもつぶ
`´

οわμs`α

Rehd を交雑し,得 られた赤い色素をもつ後代個体を用

いて,雑種を判別する二,三の方法について検討した。

2試 験 方 法

a)供試実生

1987年 に,ν 力

"θ
んθ2sjsに κ rob“ιαを交雑して36

個体の実生を育成 した。これらの実生のなかで,本質部に

赤い色素をもつ明らかな雑種を 6個体,色素をもたない雑

種性不明な4個体を選んだ。これらの3年生実生から穂木

を取り,鉢に植えた実生台に3本ずつ接ぎ木した。

佗)葉及び本質部の形質

7月 下旬に,80m前後に伸びた新しょう中央部から,各

個体20葉ずつ採取 し,葉の形質を調査した。本質部の色は,

体眠枝で調査した。

13)パーオキシダーゼアイツザイム

試料 18を リン酸バッファー (pH6 0)5m′,石英砂 1

g,PVPP 400 5 gと ともに乳鉢で摩砕 し,12,000rpm

で10分間遠心分離した。上澄液に40%相当のショ糖を溶か

した。泳動は,ポ リアクルアミドゲル (75%)を 支持体

とするデスク電気泳動をもちい,80Vで 30分 ,更 に160V

で90分行った。

(4)PCR法によるDNAフ ィンガープリント

5月 上旬に若葉を採取 し,-85℃ に保存 しておいたもの

を用いた。葉から抽出した約50ngの全 DNAを鋳型とし

て,PCR法で行った。94℃ で15分 の熱変性,37℃ で25

分のアニール,72℃で4分のポリメニーゼ反応を42サ イク

ル繰り返した。プライマーは,OPA20(5'― GTTGCGA
TCC-3')である。増幅したDNAは ,PAGE(5%)
で電気泳動後,EtBrで染色 し,UV照射下で写真撮影 し

た。

3 試験結果及び考察

(1)ν 力″ θんθ
`お

とν rο Oし sιαの葉形質で明らか

に異なるのは,葉の先端,托葉及びきょ菌の形状である

(図 1)。 供試実生 (HR)を これらの形質に従って分類す

ると,すべての実生が,葉の先端,托葉,き ょ歯のいずれ

の形質ともMん
"ο

んo●s'sに 類似し(表 1),葉の形質に

よる雑種の判別はできなかった。

図 1 葉の形態

交雑に用いた″ たItpθ力ο2s,sは 三倍体での,卵細胞 tま
,

珠心胚起源の3nでぁる。″ rο Oレ sιαとの交雑で得 られ

た実生は,四倍体あるいは五倍体と考えられ,こ れらの実

生が持つ染色体の3/4あ るいは3/5は ,卵細胞起源で

ある。実生の葉の形質がν ん

“

θん。2stsに 似る傾向が強

いのは,こ の理由によると考えられる。

(2)パ ーオキンダーゼのアイツザイムでは,M rο わぁsια

に特有のAバ ンドあるいはDバ ンドをもつ個体 (図 2)は
,

色素がある6個体中 2個体のみで,こ の方法では,雑種を
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表 1 木質部の色,葉の形態,ア イソザイム及びDNAに よる判定

図2 パーオキンダーゼアイソザイム

的確に判別することができなかった。

パーオ■シダーゼのアインザイムは,M系統やMM系の

台木分類に用いられているが。,品種の判別では,パーオ

キシダーゼアイツザイムのみでは,十分でないことが報告

されているい。

(3)DNAフ ィンガープリント (図 3)で は,色素のあ

る6個体全てが,M r12b“sιαに特有のAバ ンドあるいは

Bバ ンドを持ち,雑種と判定された。N010の個体は,当

初のサンプル量が少な過ぎたためか,明瞭なフィンガープ

図 3 Mんψθんο2sis XF・ f rο ιおιαの実生
DNAフ ィンガープリント

注 Ml‐ Markerl,M5-Markera h=″ んψ e陸.sis
r=ν rο

"sι
α, hr=″ 力″ 醗―

js× ]イ rο bι sια実空L

リントが得られなかった。この個体を除いて,本質部に色

素がなく,葉の形質からも雑種と認められない3個体が
,

すべて雑種と判定された。葉の形態が ν ん

"θ
んθれs:sに

類似する個体の中にも,雑種がかなりの割合で存在するこ

とが明らかになった。PCR方法によるフィンガープリン

トは,雑種の判別に有効であった。

4 ま と め

無配合生殖性の″α
“
s‐ ολ力ολstsに ν 70ιιsια

を交雑して得られた実生の雑種性の判別には,PCR法に

よるDNAフ ィンガープリント法が有効であった。
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種
ア イ ツ DNA
ザイム

h h h h h h h
ν rοわlzsια   赤・ +3   r     r    r    r    r    r    r

HR l    赤・ +l   hr      h     h     h     h     h     hr
HR 3    赤・ +3   hr     h

M. hupehensis

HR 4    赤・ +l   hr      h     h     h     h     h     hr
HR 5    赤・ +2   hr      h     h     h     h     h     hr
HR 6    赤・ +2   hr      h     h     h     h     h     hr
HR 8    赤・ +3   hr      h     h     h     h     hr     hr
HR 2    緑黄     h       h     h     h     h     hr     hr
HR 7    緑黄      h      h     h     h     h     hr     hr
HR 9    緑黄     h      h     h     h     h     hr     hr
HR10    緑黄    h      h     h     h     h    h    不明

注  h―ルイ ″ ρaθλs,s, r=几f rο ttsめ , hr=n4ん
"″

。̈ ,s× ]∠ rο ろとsια
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