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　サ ゴ ヤ シ 生育地 で は試料の 凍結保存 ， 凍結乾燥処理 は極 め て 困難 で あ る．本研究で は，RAPD 分析 に

供す る試料の 保存方法 を検討す る た th， サ ゴ ヤ シ乾燥小葉か らの DNA 抽出 とRAPD 　PCR を試 み た．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　 材 料 と 方 法

　イ ン ド ネ シ ア Bengkalisで 採取 した Sago　Berduri（トゲ サ ゴ） とMumai （ホ ン サ ゴ ）の 小葉を室 温 （27

℃）で乾燥 した．一部は中肋を除 き，長軸方向に 細断後室温乾燥 した．採取 1 ， 2 ， 4 週間後 に 粉砕し
，

一
部は 直ち に，残 り は 1， 2 ， 3 週間後 に ISOPLANT （日 本 ジ ー ン ）で DNA を抽出 した．対照 に マ レ

ー

シ ア Batu 　Pahat の ホ ン サ ゴ 実 生 （有刺 ： BP −S， 無刺 ： BP −N ） の 生 葉，　 Batu　Pahat， イ ン ド ネ シ ァ

Bogorで 採取凍結保存 した も の （BP ，　BG ），　 Kairatu，　 Suli，　 Pokaで 採取 した トゲ サ ゴ Tuni （Tn −K ，　 Tn−

S，Tn −P），　 Ihur ： Ih， ホ ン サ ゴ Mo ］at ； Ml の 凍 結 乾燥 試 料 を 用 い た ．　 PCR は Tαq ポ リ メ ラ ーゼ

（AmpliTaq 　Gold ： パ ーキ ン エ ル マ ー），プ ラ イ マ
ー

（ATGACGACGG ）を 用い て，前報
1 ）

の 方法を ホ ッ

ト ス タ ー ト と して 行 っ た．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　 結 果 と 考 察

　乾燥，細断乾燥試料 の DNA 収量 は 保存期間が 異な っ て も有意差が な く，平均 で Sago　Berduri　527，582

μ g ／ g ，Mumai 　335，466 μ g ／ g で あ り， 保存状態 の 別で も有意差 は み られ な か っ た （第 1 表 ）．

対照試料の 収量 は32〜646μ g ／ g で あり （第 2 表），全試料で の 変異は 51％ と大 きか っ たが，収量 と個

小葉の 生重 と の 間に 正の 相関関係 （r ＝・　．89，P＜ ．01）が認 thられ た こ と か ら，　 DNA 収量 は 個体 の 生育 ス

テ
ージ に よ り異 な る もの と考え ら れ た ．DNA の A260／ 280は Sago　Berduriの 保存期間 が異 な る も の で 有

意 差 が み られ た が ，一定 の 傾向は な く，保存状態 の 違 い に よ る 有意差 が み られ た の は Mumaj の 採 取 1

週 間後粉砕 ・3週間後抽 出の み で あ っ た．また，個小葉 の 生重 と A260 ／ 280の 間に は
一

定 の 関係 は 認 め

られ な か っ た， さ ら に，PCR の 結果，変種間で 多型を確認 す る こ とが で きた （第 1 図）．以 ヒか ら， 室

温乾燥 した 小葉か ら も比較 的良質 の DNA が抽出で き，　 RAPD 　PCR に供試で きる こ とが 明 らか に な っ た．

そ し て ，試料採取後 1 ケ 月 の 問に 分析を行 うな ら，保存方法 は室 温乾燥で 十分 で あ る もの と考え られた．
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eg　1表　乾燥 小 葉 か ら の DNA 収量

1週 問後粉砕 2 週間後粉砕

呼 称　 保存状 態 　　　 1週 間 3 週 間
t

抽 出　　　　　　　　　　　 抽 出
　　　 後抽 出 後抽 Ht

2 週 間後 後粉 砕　　F

抽 出
†

4 週間

抽出
↑

　　　　　　　　　　 ．一一一…一一一一…一一DNA 収 量 （μ g／g）
「L −一…一一…一一一一

Sago　　　　考ミミ温乾燥
1）　　 339　　　439　　　　640　　　　292　　　　859　　　　591　　　143Ns

Berduri 細断後乾燥
2） 484　 388　 676　　 644　　 773　　 545　 040Ns

（479g ） 平 均 　 412 　414 　658 　 468 　 816 　 568185is

　　　　　　 F　　　　　　　　　　　　　　　　　　QQgN
’
s
　　　　　　　　　O　66NS　　224NS

Mumai 　 室温 乾燥　　343　　 209　　509　　 416　　 333　　 201　 388Ns

（315g） 細断後 乾燥　 347　 653　 459 　 　 384 　 　 620　 　 333　 256Ns

　　　　　
」r一 均 　 345 　431 　485 　 401 　 477 　 267178Ns

　　　　　　 F O32NS O88NSI48NS

　　　　　　　　　　
−一…一一一一一…一一一一一一一一一一一A260

／2so −一一一一一一一一一一一一一一一一…一一一一

Sago　　　　室11孟乾火柴　　　1．82　　　192 　　　160 　　　　176 　　　　153　　　　165 　　868 ＊

Berduri　糸田礫斤彳麦乾火柴　　186 　　　173　　 151 　　　163　　　170 　　　160 　　273 　Ns

　　　　　
・

ド　　昆」　　　　184 　　　182 　　　156 　　　　169 　　　　161　　　　163 　　 481 ＊ ＊

　　　　　　 F 　 　 　 　 　 　 　 Ol1N ’

　 　 　 113NS 　 O38NS
Mumal 　 室 温乾燥　 　157　 175 　 168 　 　 157 　 172 　 　 179 　 272 　

Ns

　　　　 細断後乾燥　 163 　 152 　 145 　　 169 　　 158 　　 161　 231Ns

　　　　　
・1え　　ts　　　　160 　　　L63　　　1．57　　　　163 　　　 165 　　　　170 　　202 　

Ns

　　　　　　 F 5321 ＊ 494NS 　 O75NS

　　　（ ） 内 は個小葉牛 重．　 †
・3 反復 の 平均．　

s

　　　1 ）室温 （27℃ ）に て 乾燥．2 ）細断後等｛温 に て 乾燥，

第 2表 生葉，凍結 お よ ひ凍結 乾燥試料 か ら の DNA 収 量

置’幽5 匸，6， 　1 ％
『
（1f∫．意．

3）乾燥小蘖 19 当 り の DNA 収 駐．

試 料 　（個小 葉 生 重）

DNA

収 量
1

（μ 9／9）

A260
！

280

目三栗iBP−S　　　（032g ）

生 葉 BP −N　　（0、53g）
凍 結 BP 　 （2．369 ）

凍 結 BG 　　　（239g ）

凍結 乾燥 Tn −K（438g ）
1束糸占乾燥 Tn−S （5「17g）

凍結乾燥 Tn −P （502g ）
凍結乾燥 Ih　 （432g ）

凍結乾燥 MI （438g ）

32422852445374305346463521、70L59167164142150156124150

kbp

2，0

1．0

0．5
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1

　　1 ）乾燥小葉 1g

江原　宏 ・小阪 幸子

　 りと した DNA 収景．
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第 1図 RAPDPCR の 増幅産物
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