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DNAマーカーによる愛知県育成キク品種「自粋j の品種識別

吉川友紀キ・水上優子*竹内良彦“・大竹良知*日

摘要:I当一輪ギク品種「白粋J (愛知県育成品種)の識別を、 RAPD(Random Amplified 

Polymorphic DNA)法により試みた。 10塩基のランダムプライマー4種類を用いることによ

り、 「白粋j を国内主要流通品種・系統など12種類から識別することができた。

キーワード:輪ギク、品種識別、 DNAマーカー、 RAPD法、自粋

Identification of Chrysanthemum Cultivar "Hakusui" Bred in 
Aichi Agricultural Research Center Using DNA Marker 

YOSHlKAWA Yuki. MIZUKAMI Yuko. TAKEUCHI Yoshihiko and OOTAKE Yoshisato 

Abstract: We tried to identi命 thechrysanthemum cultivar "Hakusui" bred in Aichi 

Agricultural Research Center from other major commercial varieties by the RAPD 

(random amplified polymorphic DNA) method. Out of 50 random primers screened， 4 

primers gave reproducible polymorphic bands. Using those 4 primers， "Hakusui" was 

able to be identified from 8 commercial varieties and 4 breeding lines. 

Key Words: Chrysanthemum， Identification， DNA marker， RAPD， "Hakusui" 
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緒 E司

近年、農作物の産地偽装や品種の虚偽表示の事例が増

加している。そのため産地のブランド品種を保護するこ

とを目的とした品種の識別が重要視されている。また、

優れた形質を持つ新品種を育成しでも、他の品種がその

品種名を偽って流通することが育成者の利益侵害に当た

るとして問題となっている1)。育成者権の侵害防止のた

め、 2003年1月に農林水産省が「植物のDNA品種識別につ

いての基本的留意事項j を取りまとめ、以降、農作物の

外観や加工に左右されないDNAマーカーによる品種識別

が多く利用されるようになった 2) DNAマーカーを用い

た品種識別は多くの作物で利用されている。イネについ

ては、黒柳ら 3) により愛知県内の育成品種・系統につい

ての品種識別技術が開発されている。また、キクの品種

では、自一輪ギク品種の「新神」のDNAマーカーを用い

た品種識別技術が開発されているヘ

2006年の愛知県のキクの農業産出額は254億円に上

りへ全国一のキクの主産地である。そのため、愛知

県農業総合試験場においてもキク品種の育成の研究を

進めている。白一輪ギクについては、 2004年に「夏雲Jへ

2006年には、秋系白一輪ギク品種「白粋」を育成した7)。

この品種は従来品種に比べて高温下における花弁の伸

展異常や、膏の小型化等の障害が少なく、生育の揃い

が良い等の優れた形質を持っており、 2006年には、タ

イ国際園芸博覧会で輪ギク部門最高位の「金賞一席J

を受賞した。「白粋Jは、県内で産地形成を行い、ブラ

ンド品種として取り上げられつつある。この品種の知

的財産権の保護と県内園芸産地の振興に役立てるため、

「白粋j を他の主要な流通白一輪ギク品種と確実に識

別できるDNAマーカーを開発したので報告する。

材料及び方法

1 供試材料

「白粋」との比較対象品種・系統として、以下の12

品種・系統を用いた。

2006年に日本花普及センターがまとめた花き品種別

流通動向分析調査結果のうち、白一輪ギク流通量上位5

品種である「神馬J、「精輿の誠」、「岩の白扇」、「フロ

ーラル優香j、「精の波」、及び「神馬j に由来する品種

として「吉良の馬j、f新神j の2品種、系統として「神

馬無側枝系統J、「神馬2号j の2系統、さらに愛知県育

成の白一輪ギク品種「夏雲」、及び知名度の高い白一輪

ギク品種「金丸富士j、f秀芳の力」を用いた(表1)。

2 DNA描出

DNAは、葉長2~3cmに展開したキクの幼葉を 100mg採

取し、 DNeasyPlant Mini Kit (QIAG副社)により抽出

表 1 実験に用いた白一輪ギク品種・系統

品種 選定根拠

自粋

神馬 全国キク流通盤上位10品種から選定

精輿の誠 全巴キク流通最上位10品種から選定

岩の白鼠 全国キク流通量上位10品種から選定

フローラル優香 全国キク流通量上位10品種から選定

精のi皮 全国キク流通最上位10品種から選定

富良の篤 神馬の校変わり品種

新神 神馬の校変わり品種

神馬然保IJ枝系統 神馬の校変わり系統

神馬 2号 神馬の校変わり系統

夏雲 愛知県育成品種

金丸富士 かつての有力由一輪ギク品種

秀芳の力 かつての有力自一輪ギク品種

した。

幼葉から抽出したDNAは滅菌水で、希釈し、 DNA濃度を

約5ng/μlに調整して用いた。

3 PCR増霜断片による識別

品種識別には、ランダムプライマーによるPCRで増幅

されるDNA断片の違いを比較するRAPD法 8)を用いた。プ

ライマーはオベロン社製の10塩基ランダムプライマー

から、 OPA1~10 、 OPC1 ~20、 OPG1 ~20の計50種類を使用

した。 PCR皮応組成液は10XBuffer(Taqポリメラーゼに

標準添付) 1. 0 μl 、2mMdNTP Mixture 1.0 μ1、20μM

RAPDプライマー0.5μl、AmpliTaq Gold DNA polymerase 

(5U/μl、AppliedBiosystems社製)O. 1μl、鋳型DNA

1.0 μl、滅菌水6.4μlを混合し全量10.0μ1とした。サ

ーマノレサイクラーは、 PC-320(アステック社製)を用

いた。 PCR条件は、初期活性化ステップを94
0
ClO分、次

に変性 94
0

C1分、アニーリング36
0

C1分、伸長72
0

C2分

をlサイクノレとし、これを45反復し、最終伸長を72
0
C7

分とした。

増幅したDNA断片を含む反応液5μlを2.0%アガロース

ゲル (AgaroseSTANDARD 01プロテックメデイカル社

製)を用いて100Vで25分間電気泳動した。

結果及び考察

f自粋」を含む13種類の供試品種・系統についてラ

ンダムプライマーを用いたPCRを行った結果、 50種類の

供試プライマーのうち、 45種類のプライマーで明確な

DNA増幅が見られた。また、そのうちの15種類のプライ

マーで品種系統聞で異なるバンドパターンを示し、 24

種類のバンドで多型が認められた。使用したプライマ

ーと多型の認められたバンドについて表 2にまとめたo

f白粋」のみに現れるバンドは供試した50種類のプラ

イマーによる多型の中には認められなかった。一方、

OPG5で増幅される200bpのバンドは、他の12品種・系統
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では検出されたものの「自粋jでは認められなかった。

正確に品種識別を行うためには、いくつかの多型パタ

ーンを組み合わせて判断することが望ましい。確実に

f白粋Jと比較品種・系統を識別するため、多型が認

められた 15種類のプライマーによるRAPD解析のバンド

の再現性を確認した。供試品種聞で多型が認められた

プライマーでも、バンドが不明瞭で、ある、再現性に乏

しい等の問題があった。その結果、高い再現性を持つ4

つのプライマーを選定した。これらのプライマーによ

る電気泳動像を国 1に 識別に用いたバンドの有無を

表3に示した。

「白粋Jは、 OPA10の550旬、 OPG6の200旬、 OPG19の

700bpのバンドが有り、 OPG5の250bpのバンドが無いと

いう多型を示し、これは他の比較供試品種・系統の示

表2 白一輪ギク品種・系統間に多型が表れたランダムプライマー名・バンドサイズとそのバンドパターン

品種・ プライマー名(バンドサイズ:bp) 

系統名 OPC10 

10 

OPC 

(9∞) (550) (580) (650) (800) (1100) 

白半争 十 + + + 
神篤 + + + 十

新神 十 + + + 

吉良の潟 + 十 + + 
神時祭{闘技系統 + + + + 

神馬 2号 + + + + 

精輿の誠 + + 

岩の白扇 十 + 十

OPC12 OPG 5 OPG 6 OPG OPG 9 OPG OPG OPG OPA OPA OPA4 OPA OPA 

12 18 19 

(800) (200) (250) (20町 (600) (800) (250) (450) (900) (350) σ∞1) (800) (650) (350) (450) (即効 (500) (550) 

一 十+ + + +一一十一 + + 

+

+

+

+

+

+

 

+
i
T
+
一
一
+

一
一
一
一
一
一

+
+
+
+
十
一

+

+

+

+

+

+

 

+

+

+

+

十

+

+
+
+
+
+
一

+
+
+
+
+
一

一
一
一
一
一
一

+

+

+

+

+

+

 

…
一
一
一
一
一

+

+

十

+

+

+

+
十
+
+
+
一

+

+

+

+

十

+

一
一
一
一
一
+

+
+
+
十
+
一

+
+
+
+
十
十

+

+

+

+

+

+

 +十 + 十 一 +十一 一+ + + + 

フロ ー ラ ル 優 秀 一 + 一 + + 十 + + + + + 一 ÷ 十 + ー + 一 一 + + + + 

$I雲言

精の i皮 一+一一+ + + +ー+ +ー+

…+  + 

+ + +…ー + + 

一一一+ + +一+一一一+ + + + 十一

金 丸 富 士 一+ +一+

秀芳の力 + …  十一+ + 

注)+:バンド有り、一:バンド無し。

+ + + + +一+ + + + +一+ +一一 + + 

+ト+ + + + + + +十一+ +一一 + + 

表3 DNAマーカーによる各自一輪ギク品種・系統の識別パターン

プライマー名(バンドサイズ)

品種・系統名 由来 OPA10 OPG5 OPG6 OPG19 

(550bp) (250bp) (200bp) (700bp) 

白粋 OO-JM-Ol事×神馬 十 + 十

神馬 十 + + 
良の馬 神馬の校変わり品種 + 十 十

新神 神馬の枝変わり品種 + + 十

神馬無 fJUJ枝系統 神馬の枝変わり系統 十 + + 
神馬 2号 神馬の枝変わり系統 十 十 十

- -司噂幽唱曲目ーーーーーーー四-岬ー ー ・ 田 直 曲 --・田圃噌肯帽圃幽咽幽ーーーー帯同司直値圏ーー園田明弔圃申圃曲圃岨・ーー個帽田園悼圃由曲ーー・ーーー園田時世岬且ーーー園帯情骨岨圃ーーー胃閉品世田ーー帽冊目『圃値ーー・ーー園田胃圃W 園 育 岨 圃 白 幽 岨 ー ー ・ 回 目 甲 南 時 圃晦晶幽ー

精奥の誠 + 十

の白議 十 + + 
フローラノレ優香 十 十 + 

精の波 + 十

夏雲 十

金丸富士 + + 十 十

秀芳のカ 十 + + + 
注)*は愛知県育成系統。
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M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 

OPAIO 
喝 550bp

OPG5 

週 250bp

OPG6 

補 200bp

OPG19 
唾重量 700bp 

関 1 OPAI0、OPG5、OPG6、OPG19を用いた白一輪ギクにおけるPCR産物の泳動国

注)M: 100bpLadder 1:自粋 2 . ;神馬 3:吉良の馬 4:新神 5 :神馬無側枝系統

6: ;神馬 2号 7・精輿の誠 8:岩の白鼠 9・フローラノレ優香 10 :精の波 11:夏雲

12 :金丸富士 13 :秀芳のカ 14 :ブランク(滅菌水)

すバンドパターンとは一致しなかった。従って、これ

らのプライマーを「白粋」を主要流通品種から識別す

るDNAマーカーとして用いることができた。

今回の研究は「白粋」の知的財産権を保護するため、

全国で流通している主要品種から「白粋j を識別する

技術を開発することを目的としている。本研究におけ

る供試品種・系統に「神馬J由来のものを多く選定し

ているのは、 f神馬」が現在の主力流通系統であり、育

種系統としてもよく用いられ、比較品種・系統として

確実に識別する必要があるからである。さらに、「白粋」

は神馬を親として育成されており、遺伝的に類似した

神罵系統から識別できることが必要であるためである。

本研究で供試した品種・系統は2006年において白一

輪ギクの流通量の86%を占める。これ以外のマイナ一品

種や新たに育成された品種との間で識別を行うために

は、再度解析が必要となる。

RAPD法による品種識別は、バンドの再現性に乏しい

との指摘もあるが、 RAPD法によるDNAマーカーの利用事

例として、キクの遺伝変異系統の識531]")や、ナスの品

種識別叩)や、ハゼノキの品種識53iJ'l)1こついて報告され

ている。また、ボタンの品種識別に用いられた成果情

報では、 fRAPDから作成したSCARマーカーが再現性の面

から品種識別に有効であったが、 RAPDマーカーすべて

をSCARマーカー化するには膨大な手間と時間がかかる

ことが分かつたJとの指摘があり、「不明な品種の決定

や確認にはRAPDマーカーと RAPDパターンを併舟するこ

とにより、省力、費用の軽減が可能であったJとの報

告がある 1ヘ
本研究で用いたRAPD解析では多型の再現性は確保さ

れている。しかし、この識別技術をより簡易かっ確実

にするために、今後マーカーのSTS(Sequence Tagged 

Site)化、 e-RAPD叫によるマーカーの改良等の研究を

行う必要がある。
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