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Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) i去による

タマネギ品種間内多型の検出

出元義久*・松本純一*玉木克知略・壊飽邦子*

饗 約

DNA 解析法として RAPD法を用いて，兵庫県作付品種を中心とした33品種を対象に多型検出を行い，

タマネギの品種識別の可能性を検討した.

1 16f垂のプライマーによる27マーカーで品手重関多型が検出できた.

2 各品種5個体ずつを供試した結果，いずれの品種にも品種内多型が認められた.

3 8品種については他の全ての品種と区別できたが，その他の品麓はいくつかの品種と明確には区別

できなかった.

Detection of Intra-and Inter-cultivar Polymorphisms in Onion (Allium cepa L.) 
Evaluated by Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) Analysis 

Yoshihisa Y AMAMOTO， Jun-iChi MATSUMOTO， Katsutomo TAMAKI and Kuniko SHIW AKU 

Summary 

Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) Analysis was carried out to detect polymorphisms among 33 

onion cultivars mainly cultivated in Hyogo Prefecture， and the followings were tumed out: 

1. Using 16 primers， 27 RAPD markers w巴redetected among 33 cultivars. 

2. Intra-cultivar polymorphisms were found in all cultivars using five individuals. 

3. Eight out of 33 cultivars were specifically distinguished from others by RAPD markers. 

キーワード:Intra圃 andInter欄 cultivarPolymorphism， Onion， RAPD 

緒

兵庫県淡路島で生産されるタマネギは良食味で全間的

に知られている.また， JAS法の改正によりタマネギも

産地の表示が義務づけられたが，その表示の適正さを検

証する手法は確立されておらず，輸入品を圏産と表示す

るなど産地偽装の恐れが指摘されている.

タマネギはそれぞれの産地に適した品種が作付けされ

るため，表示内容の疑わしいサンプルの品種を特定する

ことができれば，それが表示の鹿地のものかどうかを判

断する指標の一つになると考えられる.現在のところ，

農産物の産地を特定する手法としては，生産物に含まれ

る成分の分析が主となっているが，PCRを利用した DNA

解析の方が操作が簡便であり，それが可能になれば有用

性が高いと考えられる.

2004年 8月31日受理
持兵庫県立農林水産技術総合センタ一部長(生物工学担当)

DNA解析によるタマネギの品種判別については，

RAPDマーカーのほか ESTマーカーの開発を行った報

告21 もあるが，今関は，プライマーの入手しやすさ等を

考慮して足立と杉村の報告I1にある RAPDマーカーを中

心に4食言すした.

材料及び方法

1 供試材料

2002年秋に農協から生産者に種子出荷された28品種に，

北海道の主要品種である fかむいjと「スーパー北もみ

じJの2品種，佐賀果の主要品種である「七宝平生7号J
と「ターザンjの2品種，かつて淡路島で生産されてい

た「淡路中甲高 l号J，r淡路中甲高 2号J，r淡路中甲高

3号jの3品種を加えて供試した.佐賀県の主要品種と

して取り上げた 2品種は兵庫県産の品種にも含まれてお

り，品種数としては計33品種であったが，結果を示した

表3では同一品種であっても兵庫県鹿と佐賀県産とは別
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に記載した.

2 DNAの抽出

球が入手できた品種については，中心泣くの若い鱗片

約100rr沼から DNAを描出した.球が入手できなかった品

種は，実主主の子葉を用いた.各品種5個体ず、つを供試し，

個体毎に抽出を行った.抽出には植物ゲノム DNA抽出

キット NucleonPhytopure (Tepnel社製)を用い，図 lに

示す方法で、行った.

3 DNA増横断片解析

プライマーは足立と杉村の報告1)にある16種を用いた.

PCR反応、液は足立と杉村 1)の組成を改変し，表 lに示す

組成で行った.DNAポリメラーゼ、には AmpliTaqGold 

(パーキンエルマー杜)を用いた.PCI互にはパーキンエ

jレマ}イ土製 GeneAmpPCR System 9600を用い，そのプロ

グラムを表2に示した. PCR 巌物は， 2~ 1. 5% アガ

ロースゲjレを用いてO.5X TBEバッファー中で電気泳動

することによりバンドの確認を行った.

①球の中心近くの鱗片約100mgまたは実生の子葉1枚を

乳鉢・乳擦で磨砕する.乳鉢・乳棒は-20
0

C程度に冷

やしておく.

① Reagent 1を600μ1添加してさらに麿砕し，溶融しでか

ら1.5mlマイクロチューブに移す.

①陀'l"ase(20時1m!)を8μ1添加する.

↓ボJレテックス

↓インキュベート (3TC，30min) 

G)Reagent2を200μi添加する.

↓転倒混和(またはボルテックス)

↓振重しながらインキュベート (65
0

C，lOmin) 

↓静置(氷上， 20min) 

①冷クロロホlレムを500μl添加する.

@ PhytoPURE Resinを100μ1添加する.

↓振盤(室槌， lOmin) 

↓遠心(14，000rpm，lOmin) 

①上溶約650~800μl を新しいチューブに移す.

@冷イソプロパノールを700μl添加する.

↓転倒混和

↓遠心 (14，000rpm，5 min) 

@上清を捨て，沈澱を冷70%エタノールで洗浄する.

↓遠心(14，000rpm，5 min) 

⑮上清を捨てる.

↓スピンダウン

@ピペットで上清(ごく少量)を捨てる.

↓真空乾燥(1~ 2 min) 

@TE 100μiに溶かす.

関 1 PhytopureによるタマネギDNA抽出法

結果

RAPD解析の結果を表3に示した.各品種5偲体ずつ

を供試し，全個体でマーカーが確認された場合に十，会

俄体で、現れなかった場合に一，マーカーを持つ僧体と持

たない俄体が浪在する場合にムと表記した.また，バン

ドの濃度が微妙で判断に迷う個体を含む場合は， (十)ま

たは(一)と表記した.

足立と杉村の報告1) では16プライマーで28個のマー

カーを検出し品種識目立に使用していたが，本研究ではそ

れらの中にはバンドが確認できないか，全俄体でバンド

が出て多型性の認められないものが10マーカーあった.

しかし，足立と杉村の報告1) にはないマーカーが9種検

出されたので，計27マーカーが品種間多型を示し品種判

別に利用可能であった.

品種内での変異(品種内多型)が多く認められ，最も

多かった「浜育jでは27マーカーのうち18マーカー，次

いで「スーパーリニアjと「淡路中甲高 1号jで17マー

カーであった.最も少なかった「ターザンJでも l種，

「アースJで2種のマーカーについて品種内多型が認め

られた. 1品穂当たり平均8.1種のマーカーについて品

種内多型が認められた.

今回の試験結果から， rアースJ，r七宝甘70J，rターザ

ンJ，rターボJ，rもみじ 3号J，rT鵬448J，rニューセブ

ンJ，r緋だまりjの8品種については他のすべての品種

と霞別できた.残りの品種はいくつかの品種と明徳には

区別ができなかった.

表 l タマネギRAPD反応i夜の組成

試薬等 液量

10 X Buffer II 
25mMMgCl2 
2mMdNTP 

5UIμ1 DNA Polymerase * 
10pmol!μ1 Primer 
5 nglμIDNA溶液
滅麗蒸留水

2.5 μ1 
1.5μi 
2.5μi 
0.25μi 
1. 25μi 
1.0 μi 

16.0 μi 

言十 25.0 μ l 
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考察

これまでに DNAマーカーによるタマネギの品種識加

を行った報告1.2，3)では，いずれも品種開での多型のみに

注目し，個体による差(品種内多型)が存寂する可能性

を考癒せずに品種の識別が可能であると報告していた.

本研究では各品種5個体ずつを供試して，倒体毎にマー

カーの検出を行うことによって品種間多型と同時に品種

内多型の検出を行った.ある品種で品種内多型を示す

マーカーがあると，そのマーカーはその品種の識別には

利用できない.あるマーカーについて全個体でマーカー

を有する品種は全偲体でマーカーのない品種と区別がで

きる.そこで，各品種が他の品種と区別できるかどうか

を検討すると， 27穂のマーカーでは前述の 8品種は他の

全ての品種と区別ができたが，残りの品種は他のいくつ

かの品種と区別ができず，完全な品種識別にはより多く

のマーカーが必要で、あることが明らかになった.

品種内多裂が多く見られた原因は，タマネギは自殖弱

勢が強いために，目的の形質について選抜を行いながら

集団で品種を維持しているため聞定度が低いことによる

と考えられる.

「七宝早主主7号Jと「ターザンjは兵庫県産と佐賀県

避の 5 個体ずつを供試したが，どちらか一方の 1~2 個

体だけで品種内変異が見られた場合があり，比較的低額

度の多型の存荘が示唆される.従って，今留の調査で品

種内多型が認められなかった場合でも，さらに多数の個

体について調査を行うと品種内多型が見つかる可能性が

あり， DNAマーカーによる品種の特定は相当国難と考え

られる.

また，本研究では RAPD解析によって品種識別を試み

たが，RAPDはDNAマーカーの中では簡便な方法である

反面，バンドの出現や濃淡が比較的不安定であり，再現

性に問題がある.今国の調査でも，足立と杉村1)とほぼ

同様の方法で行ったにもかかわらず， 10種のマーカーが

検出できず 9種のマーカーが新たに得られた.DNA抽

出の擦の精製度や DNAポリメラーゼの種類，さらには

PCRを行う機種の違いも再現性に影響を及ぼす.将来，

今留の結果を利用して普及センターや農協で品種識別を

行おうとした場合，いくつかのマーカーを検出すること

ができなければ，供試できるマーカー数が少なくなり品

種識別がより盟難になる.再現性を高めるためには得ら

れた RAPDバンドの DNAの塩基配列を決定し，特異的

なプライマーを設計しなおす (STSイヒ)必要がある.
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RAPDマーカーによるタマネギ品穣関内多型の検出表3

の報告のうち今回採用した RAPDマーカー

口
日日 か

む
い

オ
メ
ガ

ア
ポ
ロ

ア
ト
ン

ニ
ュ
!
セ
ブ
ン

T
1
4
4
8
 

T
I
3
5
7
 

o
p積一

A 
36 

も
み
じ

3
号

タ
ー
ボ

タ
!
ザ
ン

タ
!
ザ
ン

湘
南
レ
ッ
ド

七
宝
早
生
7
号
室
盛
山

七{一量亙
7
号
(
佐
翠

七
宝
甘
叩

さ
っ
き

く
れ
な
い

ア
ン
サ
!

ア
!
リ
i
レ
ッ
ド
鈴
平

ア
ド
バ
ン
ス

(1)足立と杉村 (2000)

ア
ー
ス

手重

(
北
海
道
)

(
兵
庫
)

(
佐
賀
)カマ

ムム十ム十ム仙ト十+ ムム+ 十OPF06-770 

十ム十十ム十ムムム蜘トL:::.. 十十ム十十十ムム十ム同ト知トOPF06-870 

ムムムムムムム十OPL07-530 

ムム
一
+

一

十十ム同ト目トムム十十OPMOl-450 

ムムムムム十ム十ムOPMOl-700 

OPM02-400 

ム十ムムム十同トムムムムムムOPM02-1000 

十十十同ト十十十十十+ 十ωト十十十十+ 十十十ム十十OPM04-550 

ムム(一)ムムムムム(十)OPMlO-880 

十十ム十十ムムOPN05-500 

ム十十十+ 十ム十十十十十十十十十十十十十+ 十十OPNIO-400 

十ムム十十ム十十十十十ムム十ムムムムム十OPNIO-650 

十ム十ム十十ムム十十+ 十静ト十(十)十十十十(十)OPN18-300 

(ー)

(一)

ムムムOPN18-540 

ムムムムOPN18-580 

ムム十ム+ OPN19-750 

十OPN20-350 ムムムムム

十ムム十ム十十十+ 十的トム十十ム十十柿ト十十OPR02-1100 

(2)足立と杉村 (2000)は採用していなかったが、今回新たに採用した RAPDマーカー
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薄いバンド。品種内変異が多い。

明日奈なバンド。品稜内変異が多い。

明瞭なバンドであるが、綴皮高い。

明瞭なバンドであるが、ほ，;r向f立援に会個体で現れる細い
ノTンドがある.
些撃的顎瞭なバンドであるが、時にやや薄くなる。品種内
d..!.....身浪ザli:2ゐ¥，、

バンドililli=くなることがある。頻度が低〈、会倒体で出現す
るのは七笈早生2号のみ。

明瞭なバンドであるが、頻度低い。全億体十の品種はない。

明瞭なバンドであるが、頻度低い。会個体+の品穏はない。

明瞭なバンド。品稔内変異が多い。
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