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緒 論

全 国 的 な シ カ の 急 増 に伴 い,シ カ は 農 林 業 に 大 き な 被 害 を も た ら

して い る.平 成23年 度 に お け る シ カ に よ る農 作 物 の 被 害 額 は 北 海 道

で は63億 円 で(北 海 道2013),全 国 で も83億 円 を 上 っ て い る(農

林 水 産 省2013).ま た,シ カ に よ る被 害 は 農 林 業 だ け で な く,希 少

種 や 高 山植 物 が 食 害 され,希 少 種 の 減 少 や そ の 群 落 が 消 失 して い る

(藤 木 ら2011).さ ら に,エ ゾ シ カ の 不 嗜 好 植 物 の 増 加(助 野 ・宮

木2007)や 植 生 の 多 様 性 の 長 期 保 存 に 悪 影 響 を 及 ぼ す 可 能 性 が あ る

な ど(Pellerinetal.2006),シ カ に よ る植 生 へ の 被 害 は 多 く報 じ られ

て い る.本 研 究 で は 道 東 や 亜 高 山帯 で 急 増 し た エ ゾ シ カ に よ り,個

体 数 の 減 少 や 地 域 的 絶 滅 が 危 惧 され る ゼ ン テ イ カ(Hemerocallis

dumortieriC.Morrenvar.esculenta(Koidz.)Kitam.exM.Matsuokaet

M.Hotta)に 注 目 した(図1).

ゼ ンテ イ カ は ユ リ科 ワ ス レ グ サ 属 に分 類 され,中 部 地 方 以 北 の本

州 お よび 北 海 道 全 域 に分 布 し,高 山 や 低 地 の湿 原 や 海 岸 の岩 場 や 草

地 に 群 生 す る多 年 生 草 本 で あ る(佐 竹1982).北 海 道 に お け る ゼ ン

テ イ カ は原 生 花 園 の 初 夏 を彩 る植 物 と して 重 要 な観 光 資 源 の 一 つ と

位 置 付 け られ て い る(駒 井2011).厚 岸 郡 浜 中 町 の霧 多 布 湿 原 で は,

近 年 こ の ゼ ン テ イ カ の 花 や つ ぼ み が エ ゾ シ カ に 食 害 され る よ うに な

っ た(図2).エ ゾ シ カ の 食 害 を 受 け て も ゼ ン テ イ カ は 多 年 生 草 本 で
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あ る た め,現 在 の と こ ろ霧 多 布 湿 原 で は ゼ ン テ イ カ の 個 体 数 の 急 激

な減 少 は認 め られ て い な い.し か し,こ の ま ま 高 い 採 食 圧 を受 け続

け れ ば,個 体 数 の 減 少 や 個 体 群 の 消 失 が 危 惧 され る(田 村2010).

一 方
,上 川 郡 上 川 町 の 高 層 湿 原 で あ る 雲 井 ヶ原 湿 原 で は1990年 頃 に

は ゼ ンテ イ カ(エ ゾ カ ン ゾ ウ)の 群 生 が 確 認 で き た(梅 沢 ・菅 原1990).

しか し,2010年 か ら開 始 され た 北 海 道 上 川 総 合 振 興 局 南 部 森 林 室 に

よ る雲 井 ヶ原 湿 原 の 開 花 調 査 で は調 査 対 象 に ゼ ン テ イ カ の 表 記 は見

られ ず(北 海 道2010),2012年 に は 全 く確 認 で き な か っ た(図3).

ま た,湿 地 内 に は シ カ の 足 跡 が 多 数 見 られ た.こ れ ら の こ と か ら,

一 部 地 域 の ゼ ン テ イ カ は 復 元 を 視 野 に 入 れ た 対 策 が 必 要 で あ る と考

え られ る.

シ カ に よ る 農 林 業 や 植 生 へ の 被 害 の 軽 減 に は 害 獣 の捕 獲 や 植 生 保

護 柵 の設 置 が 農 産 物,樹 木 や 希 少 種 の 保 護 に 効 果 が あ る.さ らに,

保 護 柵 の 設 置 は 希 少 種 な どの 自然 回 復 に 有 効 な 手 段 で あ る(田 村 ら

2005).一 方,シ カ の 食 害 に よ り自然 回 復 が 難 しい ほ ど希 少 種 の 個 体

群 や 個 体 数 の 減 少 が 起 こ っ た 場 合,そ の個 体 群 の 復 元 を検 討 しな け

れ ば,い ず れ そ の 個 体 群 は 消 失 す る.そ れ ら の復 元 に は 個 体 数 が減

少 した 個 体 群 に 別 の 個 体 群 か ら種 子 や 個 体 を移 動 させ る こ とが 多 い

(大 澤2001).し か し,こ の よ うな 移 動 は 遺 伝 的 多 様 性 の観 点 か ら,

遺 伝 子 撹 乱 の 危 険 性 が あ り,わ ず か に 残 っ た 個 体 群 の 価 値 ま で 失 う
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可 能 性 が あ る.ま た,そ れ ぞ れ の 個 体 群 に は そ の 地 域 に適 応 した遺

伝 子 や そ の 組 合 せ が あ り,地 域 間 で の植 物 移 動 が そ の 地 域 の個 体 群

の 存 続 に 悪 影 響 を お よ ぼ す お そ れ も あ る(松 田2002).一 方,長 期

的 な 生 物 多 様 性 の 保 全 に と っ て,地 域 間 の 隔 離 な ど,種 が 分 化 す る

条 件 を維 持 す る こ とが 重 要 で あ り,地 域 間 で の移 植 は 遺 伝 的 な 交 流

の機 会 が 増 え,多 様 性 の 減 少 に繋 が る(矢 原2002).そ の た め,遺

伝 的 多 様 性 に配 慮 した 復 元 を行 うに は個 体 数 が 減 少 す る前 に,そ の

個 体 群 や 周 辺 の 個 体 群 の 遺 伝 的 多 様 性 を把 握 して お く こ とが 重 要 で

あ る.

種 内 の 集 団 間 や 集 団 内 に お け る 遺 伝 的 多 様 性 を 把 握 す る うえ で,

環 境 変 異 の 影 響 を 受 けづ らい 分 子 マ ー カ ー の 利 用 は有 効 で あ る と の

報 告 か ら(津 村2001),北 海 道 や 長 野 県 の サ ク ラ ソ ウ野 生 集 団 由来

のDNAか ら多 数 のSSRマ ー カ ー が 開 発 され(Uenoetal.2003,北

本 ら2005),北 本 ・本 城(2007)は そ れ ら を利 用 し,サ ク ラ ソ ウ の

遺 伝 的 多 様 性 の 把 握 を 行 っ て い る.一 方,葉 緑 体 ゲ ノ ム を用 い た 研

究 は1986年 に タバ コ の葉 緑 体 ゲ ノ ム の 全 塩 基 配 列 が 発 表 され た こ

とか ら飛 躍 的 に発 展 した(Shinozakietal.1986).葉 緑 体 ゲ ノ ム は 構

造 遺 伝 子 配 列 な ど が核 ゲ ノ ム と比 べ,系 統 発 生 学 的 に安 定 して い る

た め,種 間 の 系 統 関 係 の解 明 に 適 して い た(宮 村 ら1995).さ らに,

ほ と ん どの 被 子 植 物 で は 母 性 遺 伝 す る た め,遺 伝 的 多 様 性 を解 明 す
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る の に 適 し て い た(AmoateyandTilney-Bassettl994).ま た,葉 緑 体

ゲ ノ ム は2つ の 単 一 領 域(LSC:largesinglecopyとSSC:smallsingle

copy)と1組 の 逆 位 反 復 配 列(IR:invertedrepeat)か ら な る120～

160kbpの 環 状 構 造 を も つ こ と か ら(Shinozakietal.1986),ダ イ レ

ク トシ ー ク エ ン ス に よ る 塩 基 配 列 の 決 定 が 可 能 で 分 析 が 容 易 で あ っ

た.こ の こ と か ら,系 統 解 析(OkauraandHarada2002a)や 遺 伝 的

多 様 性 の 把 握(小 林 ら2008)に 広 く 用 い られ る よ う に な っ た.こ れ

ま で に,オ オ サ ク ラ ソ ウ(佐 藤 ら2009),ミ ゾ ソ バ(横 田 ら2010)

や ワ レ モ コ ウ(佐 伯 ら2012)な ど で 利 用 さ れ て い る.ま た,葉 緑 体

ゲ ノ ム は 遺 伝 子 間 領 域 に 変 異 が 多 く 見 ら れ る こ と か ら,種 内 変 異 を

把 握 す る 遺 伝 子 マ ー カ ー と し て 有 効 で あ る こ と が 報 告 さ れ て い る

(OkauraandHarada2002b).そ の 中 で も 葉 緑 体 ゲ ノ ム のtrnH-psb

A領 域 は,変 異 に 富 ん だ 領 域 と し てDNAバ ー コ ー ドの 候 補 と し て

提 案 さ れ て い る(Kressetal.2005).ま た,trnL(UAA)intron領 域

は い く つ か の 植 物 で 遺 伝 変 異 が 報 告 さ れ て い る(平 原 ら2007,

Kawaseetal.2009).ワ ス レ グ サ 属 で は こ れ ま で に 全 国 的 な 視 点 で 葉

緑 体 ゲ ノ ム を 用 い 遺 伝 的 変 異 を 調 べ た 例 は1～2見 られ る(野 口1988,

Noguchietal.2004).し か し,北 海 道 に 分 布 す る ゼ ン テ イ カ の 詳 細

な 遺 伝 的 多 様 性 に 関 す る 研 究 は 見 ら れ な い.

そ こ で,本 研 究 で は 復 元 の 観 点 か ら 遺 伝 的 多 様 性 に 関 す る 基 礎 的
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知 見 を 得 る た め,北 海 道 に 分 布 す る ゼ ン テ イ カ の 葉 緑 体 ゲ ノ ムtrnH

-psbA領 域 お よ びtrnL(UAA)intron領 域 の 塩 基 配 列 を ダ イ レ ク ト

シ ー ク エ ン ス 法 で 決 定 し,遺 伝 的 多 様 性 を 調 べ た.

材 料 お よ び 方 法

採 取 した ゼ ン テ イ カ集 団 の位 置,採 取 日,緯 度,経 度 お よび 採 取

個 体 数 を表1に 示 す.2011年6月16日 に 爾 志 郡 乙部 町 の 海 岸 線 沿

い の岩 場 の 群 生 地(図4)か ら9個 体,2011年7月13に 厚 岸 郡 浜 中

町 の霧 多 布 湿 原 に設 置 され た 木 道 沿 い(図5)か ら14個 体,同 年7

月14日 に 霧 多 布 岬 の海 岸 段 丘 の 上 部 草 原(図6)か ら14個 体,2012

年6月21日 に 積 丹 郡 積 丹 町 積 丹 岬 の岩 場(図7)か ら17個 体 と神

威 岬 の 岩 場(図8)か ら6個 体,2012年6月22日 に岩 内 郡 共 和 町神

仙 沼 に 設 置 され た 木 道 沿 い(図9)か ら18個 体,同 年7,月19日 に

紋 別 市 オ ム サ ロ原 生 花 園 付 近 の 湿 地(図10)か ら15個 体,天 塩 郡

豊 富 町 サ ロベ ツ 湿 原 に 設 置 され た 木 道 沿 い(図11)か ら13個 体,

同年8月14日 に 雨 竜 郡 雨 竜 町 雨 竜 沼 湿 原 に 設 置 され た木 道 沿 い(図

12)か ら5個 体,2013年6月12日 に 函 館 市 恵 山 町 恵 山岬 の岩 場(図

13)か ら20個 体,同 年6月26日 に 中 川 郡 豊 頃 町 湧 洞 沼 の 湿 地(図

14)か ら17個 体 と晩 成 の 海 岸 線 付 近 の 草 原(図15)か ら7個 体,
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同 年6月27日 新 冠 郡 新 冠 町 判 官 館 森 林 公 園 の 遊 歩 道 沿 い(図16)

か ら12個 体,同 年7月17日 に 上 川 郡 上 川 町 浮 島 湿 原 に 設 置 さ れ た

木 道 沿 い(図17)か ら15個 体,同 年7月18日 に 上 川 郡 上 川 町 黒 岳

の リ フ トの り ば 付 近(図18)か ら14個 体,同 年7月25日 に 上 川 郡

旭 岳 旭 岳 の 第 一 天 女 が 原 ・第 二 天 女 が 原 に 設 置 さ れ た 木 道 沿 い(図

19)か ら16個 体,同 年8月8日 に 大 雪 高 原 温 泉 の 沼 め ぐ り コ ー ス に

設 置 さ れ た 木 道 沿 い(図20)か ら18個 体 の ゼ ン テ イ カ を 選 び,葉

を 採 取 し た(図21).ま た,比 較 対 象 と し て 近 縁 種 の エ ゾ キ ス ゲ を

2013年6月27日 に 浦 河 郡 浦 河 町 の 道 路 沿 い(図22)か ら,ヤ ブ カ

ン ゾ ウ を2013年8月8日 に 上 川 郡 上 川 町 の 道 路 沿 い(図23)の 個

体 か ら 葉 を 採 取 し た.採 取 し た 葉 は 茶 袋 に 入 れ,-80℃ で 保 存 し た.

DNA抽 出 はSDSO.3%,NaCl400mM,EDTA5mMとTris-HCl

(pH8.0)20mMを 調 合 し たSNETとProteinaseKを 用 い て 加 熱 抽 出

法 で 行 な っ た.0.6mlマ イ ク ロ チ ュ ー ブ にSNET100ｵ1とProteinase

K2ｵ1を 添 加 し,-80℃ で 保 存 し て い た 葉 を エ タ ノ ー ル で 消 毒 し た ハ

サ ミ で3mm角 に 切 り 取 り,浸 漬 さ せ た.チ ュ ー ブ を ア ル ミ ブ ロ ッ

ク 恒 温 槽 に 入 れ,55℃ で60分 間 加 熱 し てDNAを 抽 出 し た.

抽 出 し たDNAはWizardSVGelandPCRCIean-UpSystemを 用 い

て,製 品 の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 精 製 し た.チ ュ ー ブ 内 の 葉 を 取 り

除 き,MembraneBindingSolutionを100ｵ1添 加 し,ボ ル テ ッ ク ス で
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混 合 し た.CollectionTubeにSVMinicolumnを 挿 入 し,混 合 液 をSV

Minicolumnに 添 加 後,室 温 で1分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し てDNAを フ

ィ ル タ ー に 吸 着 さ せ た.イ ン キ ュ ベ ー ト し たSVMinicolumn

assemblyを13,000rpmで1分 間 遠 心 し,CollectionTube内 の 液 体 を

除 去 し た.SVMinicolumnにMembraneWashSolutionを700ｵ1添 加

し,SVMinicolumnassemblyを13,000rpmで1分 間 遠 心 し て 洗 浄 を

行 な い,CollectionTube内 に 振 り 落 と さ れ た 液 体 を 除 去 し た.

MembraneWashSolutionの 添 加 を500ｵ1,遠 心 を5分 間 と し て も う

一 度 行 な っ た .洗 浄 を 終 え たSVMinicolumnを 取 り外 し,新 し い1.5

mlチ ュ ー ブ に 移 し,Nuclease-FreeWaterを30ｵ1添 加 し,1分 間 イ

ン キ ュ ベ ー ト し てDNAを 溶 出 さ せ た.そ の 後,13,000rpmで1分 間

遠 心 し,1.5mlチ ュ ー ブ に 振 り 落 と さ れ たDNA溶 出 液 にTEBuffer

を20ｵ1添 加 し,DNAテ ン プ レ ー ト と し た.

爾 志 郡 乙 部 町,厚 岸 郡 浜 中 町 の 霧 多 布 湿 原 と 霧 多 布 岬 はtrnH-

psbA領 域 とtrnL(UAA)intron領 域 の2領 域 を,そ れ 以 外 の 採 取 地

はtrnL(UAA)intron領 域 を 前 述 のDNAテ ン プ レ ー ト を 用 い,PCR

法 で 増 幅 し た.PCR反 応 に 用 い た 葉 緑 体 ゲ ノ ム 領 域 と プ ラ イ マ ー 配

列 を 表2に 示 す.増 幅 に は2×AmpdirectPlus10ｵ1,F-Primerま た は

R-PrimerO.5ｵ1,DNAテ ン プ レ ー ト0.5ｵ1,BIoTAQo.1μ1と 滅 菌

水8.4ｵ1に 調 合 し たPCR反 応 液 を 用 い た.PCR反 応 プ ロ グ ラ ム を
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表3に 示 す.反 応 に は サ0マ ル サ イ ク ラ ー を 用 い て,95℃ で10分 間,

DNAポ リ メ ラ ー ゼ の 活 性 化 を 行 な っ た 後,熱 変 性 を94℃ で30秒 間,

ア ニ ー リ ン グ を60℃ で1分 間,伸 長 反 応 を72℃ で1分 間 行 な うサ イ

ク ル を40回 繰 り返 し た.そ の 後,72℃ で7分 間 の 伸 長 反 応 を 追 加 し

た.増 幅 し たPCR産 物 は4℃ で 保 存 し た.

増 幅 し たPCR産 物 は0.8%ア ガ ロ ー ス ゲ ル を 用 い,電 気 泳 動 法 に

よ り分 離 し た.泳 動 は100Vで20分 間 と し た.目 的 のDNA断 片 を

回 収 し,WizardSVGelandPCRCIean-UpSystemを 用 い て 精 製 し,

シ ー ク エ ン ス のDNAテ ン プ レ ー ト と し た.

シ ー ク エ ン ス 反 応 に はBigDyeTerminatorv1,lCycleSequencing

KIT(AppliedBiosystems)を 用 い,表4に 示 す 反 応 液 を 調 整 し た.

シ ー ク エ ン ス 反 応 プ ロ グ ラ ム を 表5に 示 す.シ ー ク エ ン ス 反 応 に は

サ ー マ ル サ イ ク ラ ー を 用 い,反 応 条 件 は,96℃ で10分 間,DNAポ

リ メ ラ ー ゼ の 活 性 化 を 行 な っ た 後,熱 変 性 を96℃ で30秒 間,ア ニ

ー リ ン グ を50℃ で15秒 間
,伸 長 反 応 を600Cで4分 間 行 な う サ イ ク

ル を25回 繰 り返 し,そ の 後,72℃ で7分 間 の 伸 長 反 応 を 追 加 し た.

増 幅 し た シ ー ク エ ン ス 反 応 液 は10℃ で 保 存 し た.

増 幅 後 の シ ー ク エ ン ス 反 応 液 に125mMEDTAを2.5ｵ1と99.5%

エ タ ノ ー ル を30ｵ1添 加 し て 混 合 し,室 温 遮 光 条 件 で20分 間 放 置 し

た 後,12,000rpmで20分 間 遠 心 を 行 な い,DNAを 沈 殿 させ た.遠
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沈 後,直 ち に 上 澄 み を 取 り除 き,70%エ タ ノ ー ル で チ ュ ー ブ 内 を 洗

浄 し,再 び12,000rpmで10分 間 遠 沈 さ せ,直 ち に 上 澄 み を 完 全 に

取 り除 い た.そ の 後,沈 殿 を 一 晩 室 温 で 乾 燥 させ,サ ン プ ル と し た.

乾 燥 後 の サ ン プ ル にHi-Diformamideを20ｵ1添 加 し ボ ル テ ッ ク ス

で 混 合 し た 後,95℃ で2分 間 加 熱 し,氷 水 中 で 急 冷 し た.ABI310

GeneticAnalyzerで 塩 基 配 列 を 決 定 し た.

分 子 系 統 解 析 に はMEGA4を 用 い た(Tamuraetal.2007).分 子 系

統 樹 は 遺 伝 距 離 と し てKimura(1980)の 二 変 数 法 を 用 い た 近 隣 結 合

(NJ)法(SaitouandNei1987)に よ っ て 系 統 樹 を 作 成 し た.系 統 樹

の 作 成 に は エ ゾ キ ス ゲ(He〃aeroca〃isflavaL.var.yezoensis(H.Hara)

M.Hotta),ヤ ブ カ ン ゾ ウ(HemerocallisfulvaL.var.kwansoRege1)

の 塩 基 配 列 も 合 せ て 解 析 し た.ま た,遺 伝 的 多 様 性 はArlequinver

3.5.1.2を 用 い て,ハ プ ロ タ イ プ 多 様 度 お よ び 塩 基 多 様 度 を 算 出 し た.

以 上 の 解 析 を 行 う際,霧 多 布 湿 原 と霧 多 布 岬,積 丹 岬 と 神 威 岬 お よ

び 湧 洞 沼 と 晩 成 は そ れ ぞ れ 浜 中 町,積 丹 町 お よ び 豊 頃 町 と し た.
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結 果

ゼ ン テ イ カ の 葉 緑 体 ゲ ノ ム に お け るtrnH-psbA領 域 の 塩 基 配 列

を 決 定 し た 結 果,624塩 基(AB716413)を 決 定 で き た(表6).し か

し,こ の 領 域 か ら多 型 は 検 出 さ れ な か っ た.

trnL(UAA)intron領 域 の 塩 基 配 列 を 決 定 し た 結 果,591塩 基 を 決

定 で き た(表7).trnL(UAA)intron領 域 で 検 出 さ れ た ハ プ ロ タ イ

プ と そ の 塩 基 配 列 を 表8に 示 す.trnL(UAA)intron領 域 に は6箇 所

で 多 型 が 検 出 で き,そ の 多 型 の う ち5箇 所 は1塩 基 の 挿 入 で あ り,1

箇 所 は1塩 基 置 換 で あ っ た.こ れ ら の 遺 伝 変 異 の 組 合 せ か ら,8つ

の ハ プ ロ タ イ プ(A～H)の 存 在 が 確 認 さ れ た(AB727660-AB727665,

ハ プ ロ タ イ プGとHは 登 録 申 請 中).北 海 道 に お け る ゼ ン テ イ カ の

葉 緑 体 ゲ ノ ムtrnL(UAA)intron領 域 の 塩 基 配 列 に も と つ く 採 取 地

ご と の ハ プ ロ タ イ プ 出 現 割 合 を 図24に 示 す.乙 部 町 で 採 取 し た9

個 体 の ハ プ ロ タ イ プ 害1」合 はA:C:D:E:Fが3:1:3:1:1と な

っ た(表9).浜 中 町 で 採 取 し た28個 体 の ハ プ ロ タ イ プ 割 合 はA:B:

Dが25:2:1と な っ た(表10).紋 別 市 で 採 取 し た15個 体 の ハ プ

ロ タ イ プ 割 合 はA:Dが14:1と な っ た(表ll).函 館 市 で 採 取 し

た20個 体 の ハ プ ロ タ イ プ 割 合 はA:Hが19:1と な っ た(表12).

豊 頃 町 で 採 取 し た24個 体 の ハ プ ロ タ イ プ 割 合 はA:Gが23:1と な

っ た(表13).新 冠 町 で 採 取 し た12個 体 の ハ プ ロ タ イ プ 割 合 はA:
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Hが11:1と な っ た(表14).積 丹 町(表15),共 和 町(表16),豊

富 町(表17),雨 竜 町(表18),上 川 町 浮 島 湿 原(表19),黒 岳(表

20),旭 岳(表21),高 原 温 泉(表22)でi採 取 し た 個 体 は す べ て ハ プ

ロ タ イ プAで あ っ た.ハ プ ロ タ イ プAは い ず れ の 採 取 地 で も 確 認 で

き た が,ハ プ ロ タ イ プBは 浜 中 町 で し か 確 認 で き な か っ た.ま た,

ハ プ ロ タ イ プDは 浜 中 町 と 乙 部 町 で,ハ プ ロ タ イ プHは 函 館 市 と新

冠 町 で 確 認 で き た.一 方,ハ プ ロ タ イ プC,E,Fは 乙 部 町,ハ プ ロ

タ イ プGは 豊 頃 町 で し か 確 認 で き ず,地 域 間 で 出 現 す る ハ プ ロ タ イ

プ や そ の 出 現 割 合 に 差 が 生 じ た.

一 方
,近 縁 種 の エ ゾ キ ス ゲ お よ び ヤ ブ カ ン ゾ ウ のtrnL(UAA)

intron領 域 の 塩 基 配 列 を 決 定 し た 結 果,エ ゾ キ ス ゲ は591塩 基(表

23),ヤ ブ カ ン ゾ ウ は591塩 基(表24)を 決 定 で き た.エ ゾ キ ス ゲ

は ゼ ン テ イ カ の ハ プ ロ タ イ プAの 塩 基 配 列 と一 致 し,ヤ ブ カ ン ゾ ウ

は ゼ ン テ イ カ の ハ プ ロ タ イ プAの 一 塩 基 置 換 で あ っ た.

得 ら れ た 塩 基 配 列 を,木 村 の 二 変 数 法 を 用 い た 近 隣 結 合 法 で 系 統

解 析 し た.エ ゾ キ ス ゲ,ヤ ブ カ ン ゾ ウ の 塩 基 配 列 も 合 せ て 解 析 し た.

そ の 結 果,確 認 さ れ た ゼ ン テ イ カ の8つ の ハ プ ロ タ イ プ は ク レ ー ド

1(E,F)と ク レー ドII(A,B,C,D,G,H)に 分 け られ た(図

25).乙 部 町 で は ク レ ー ド1:IIの 害1」合 が2:7と な り,そ の 他 の 採

取 地 で は 全 個 体 が ク レ ー ドHで あ っ た.ク レ ー ド1は 乙 部 町 で し か
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確 認 で き な か っ た(図26).ま た,エ ゾ キ ス ゲ は ク レ ー ドIIに 分 類

さ れ,ヤ ブ カ ン ゾ ウ は 別 ク レ ー ド と な っ た.

ま た,算 出 し た ゼ ン テ イ カ の ハ プ ロ タ イ プ 多 様 度,塩 基 多 様 度 を

表25に 示 す.乙 部 町 の ハ プ ロ タ イ プ 多 様 度 は0.8333で 塩 基 多 様 度

は0.001967と な っ た.浜 中 町 の ハ プ ロ タ イ プ 多 様 度 は0.2037で 塩

基 多 様 度 は0.000352で あ っ た.紋 別 市 の ハ プ ロ タ イ プ 多 様 度 は

0.1333で 塩 基 多 様 度 は0.000225で あ っ た.函 館 市 の ハ プ ロ タ イ プ 多

様 度 は0.1000で 塩 基 多 様 度 は0.000169で あ っ た.豊 頃 町 の ハ プ ロ

タ イ プ 多 様 度 は0,0833で 塩 基 多 様 度 は0.000281で あ っ た.新 冠 町

の ハ プ ロ タ イ プ 多 様 度 は0.1667で 塩 基 多 様 度 は0.000282で あ っ た.

積 丹 町,共 和 町,豊 富 町,雨 竜 町,浮 島 湿 原,黒 岳,旭 岳 お よ び 高

原 温 泉 の ハ プ ロ タ イ プ 多 様 度 と塩 基 多 様 度 は0で あ っ た.ま た,北

海 道 に お い て の ハ プ ロ タ イ プ 多 様 度 は0.1023で 塩 基 多 様 度 は

0.000202で あ っ た.算 出 し た ハ プ ロ タ イ プ 多 様 度 と塩 基 多 様 度 の ど

ち ら も 最 も 高 か っ た の は ハ プ ロ タ イ プ が 多 く検 出 され た 乙 部 町 で あ

っ た.
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考 察

本 研 究 の 結 果,trnH-psbA領 域 に は 多 型 が 見 られ な か っ た が,trn

L(UAA)intron領 域 に は6箇 所 で 多 型 が 検 出 で き た.そ の 多 型 の う

ち5箇 所 は1塩 基 の 挿 入 で あ り,1箇 所 は1塩 基 置 換 で あ っ た.こ

れ らの 多 型 の 組 合 せ か ら,8つ の ハ プ ロ タ イ プ(A～H)の 存 在 が 確

認 され た.ま た,こ れ らの ハ プ ロ タ イ プ の分 布 は採 取 地 間 で 異 な り,

乙部 町 な ど海 岸 部 で 出 現 す る ハ プ ロ タ イ プ 数 の 多 い 採 取 地 が 多 か っ

た(図24).さ ら に,浜 中 町 の 霧 多 布 湿 原 と霧 多 布 岬 とい う非 常 に

近 い 場 所 で も,両 個 体 群 は 異 な る遺 伝 変 異 を 有 して い る こ とが 明 ら

か とな っ た.こ の 結 果 は 佐 藤iら(2009)が オ オ サ ク ラ ソ ウで,横 田

ら(2010)が ミゾ ソバ で,葉 緑 体 ゲ ノ ム の 塩 基 配 列 の 解 析 を行 な い

隣 接 す る 個 体 群 で あ っ て も 異 な る 遺 伝 変 異 を有 す る場 合 が あ る と し

た 報 告 に 一 致 した.ま た,山 城 ・山城(2008)が ア ロ ザ イ ム 分 析 に

よ っ て キ レ ン ゲ シ ョ ウマ の 遺 伝 的 多 様 性 を検 討 した 報 告 も 同 様 の 結

果 で あ っ た.松 田(2002)が 無 計 画 な 植 物 の 移 動 は 遺 伝 子 撹 乱 の危

険 性 が あ り,わ ず か に残 っ た 個 体 群 の 価 値 ま で 失 う可 能 性 や 移 動 先

の個 体 群 の 存 続 に 悪 影 響 を お よ ぼ す 恐 れ を 指 摘 して い る こ とか ら,

地 理 的 に 近 い 個 体 群 で あ っ て も種 子 や 個 体 の移 動 は 遺 伝 子 撹 乱 を 引

き起 こす 可 能 性 が あ る.こ れ らの こ とか ら,異 な る個 体 群 へ 種 子 や

個 体 を移 動 す る に は,個 体 群 の 遺 伝 変 異 や 遺 伝 的 多 様 性 を 考 慮 した
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移 動 計 画 の 立 案 が 必 要 で あ る こ と を 示 唆 して い る.

ゼ ン テ イ カ の 採 取 時 の 開 花 状 況 を 見 る と,海 岸 部 で は 開 花 個 体 が

多 く群 生 し,1個 体 の 葉 数 は10～20枚 程 度 で あ っ た が,内 陸 部 で は

開 花 個 体 が 少 な く点 在 し,1個 体 の 葉 数 は5～10枚 程 度 と少 な く,

開 花 個 体 の 割 合 が 低 か っ た(デ ー タ省 略).こ の こ とか ら,海 岸 部 で

は 内 陸 部 に 比 べ て 開 花 周 期 が 早 い こ とが 伺 え,海 岸 部 で は 内 陸 部 に

比 べ て 世 代 交 代 が 早 い こ と を示 唆 して い る.こ の こ とは海 岸 部 で 遺

伝 変 異 の 多 い 要 因 の 一 つ と推 測 され た.ま た,開 花 個 体 の 多 い 海 岸

部 は エ ゾ シ カ に よ る採 食 の機 会 が 多 く,開 花 個 体 の 少 な い 内 陸 部 で

は採 食 の機 会 は 少 な い こ とが 予 想 され る.し か し,採 食 の 悪 影 響 は

海 岸 部 に 比 べ 内 陸 部 で 大 き い こ とが 伺 え る.こ の こ と は 地 域 絶 滅 し

た 可 能 性 の あ る 雲 井 ヶ原 湿 原 の 事 例 か ら も推 測 で き る.こ れ らの こ

とか ら,北 海 道 に 分 布 す るゼ ン テ イ カ の場 合,内 陸 部 と海 岸 部 で は

遺 伝 変 異 や 生 態 特 性 が 大 き く異 な り,種 子 や 個 体 の 移 動 に は 一 層 の

注 意 が 必 要 と考 え られ た.

本 研 究 で は近 縁 種 の エ ゾ キ ス ゲ とヤ ブ カ ン ゾ ウ の解 析 を 行 っ た.

エ ゾ キ ス ゲ は ゼ ン テ イ カ の ハ プ ロ タ イ プAの 塩 基 配 列 と一 致 し,ヤ

ブ カ ン ゾ ウは ゼ ン テ イ カ の ハ プ ロ タ イ プAの 一 塩 基 置 換 で あ っ た.

本 研 究 で は エ ゾ キ ス ゲ とゼ ンテ イ カ を葉 緑 体 ゲ ノ ム のtrnL(UAA)

intron領 域 の 塩 基 配 列 で は 区別 で き な か っ た.ゼ ンテ イ カ とエ ゾ キ
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ス ゲ は 花 色 と開 花 時 刻 で 分 類 され る.し か し,花 色 は エ ゾ キ ス ゲ の

黄 色,ゼ ン テ イ カ の榿 黄 色 と され,両 者 の 個 体 変 異 は 連 続 的 で あ る

(佐 竹1982).ま た,開 花 時 刻 は 重 複 す る 時 間 帯 も あ り明 確 に 両 者

を 分 類 す る こ と は 非 常 に 難 しい.本 研 究 に供 試 した エ ゾ キ ス ゲ は 浦

河 郡 浦 河 町 に 自生 して い る個 体 を 花 色 に よ っ て エ ゾ キ ス ゲ と判 断 し

た.し か し,明 確 な 同 定 に は 至 っ て い な い.こ の 点 か ら考 え,本 研

究 結 果 は 明 確 に 同 定 され た エ ゾ キ ス ゲ の 個 体 を 用 い て 再 解 析 し,ゼ

ン テ イ カ のtrnL(UAA)intron領 域 と の 区別 が 可 能 か 否 か を 判 断 す

べ き で あ る.ま た,ヤ ブ カ ン ゾ ウ は 北 海 道 上 川 町 層 雲 峡 付 近 と酪 農

学 園 大 学 実 験 圃 場 の 側 溝 か ら採 取 した 個 体 を 用 い た.ヤ ブ カ ン ゾ ウ

は ノ カ ン ゾ ウの 変 種 で あ る と考 え られ て い る.し か し,本 研 究 の 結

果,ヤ ブ カ ン ゾ ウ の 塩 基 配 列 は ゼ ンテ イ カ の 塩 基 配 列 に 酷 似 し,差

異 は 一 塩 基 置 換 の み で あ っ た.こ の こ と か ら,北 海 道 に 自生 す る ヤ

ブ カ ン ゾ ウは ゼ ン テ イ カ が 八 重 化 した 突 然 変 異 系 統 で あ る 可 能 性 が

示 唆 され,ヤ ブ カ ン ゾ ウ の 分 類 学 的 位 置 を 明 確 に す る に は,こ れ ら

の 視 点 に 立 っ た 詳 細 な 分 子 生 物 学 的 手 法 を用 い た解 析 を行 な う必 要

が あ る.

一 方
,本 研 究 で は,trnH-psbA領 域 とtrnL(UAA)intron領 域

の2領 域 を 用 い て 遺 伝 変 異 の 検 討 を 行 い,い くつ か の 変 異 を確 認 す

る こ と が で き た.Noguchietal.(2004)の 報 告 で は ゼ ン テ イ カ のtrn
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L(UAA)intron領 域 に全 国 で8箇 所 の 多 型 が 検 出 され8種 のハ プ ロ

タ イ プ が 報 告 され,北 海 道 で は3箇 所 の 多 型 が 検 出 され3種 の ハ プ

ロ タ イ プ が 報 告 され て い る.し か し,こ れ らの 多 型 は 本 研 究 で 検 出

され た 多 型 とは い ず れ も一 致 しな か っ た.ま た,釧 路 と江 差 は 同 じ

ハ プ ロ タ イ プ で あ っ た と報 じた が,本 研 究 で は これ らの 採 取 地 に近

い 浜 中 町 と 乙部 町 で 大 き な 違 い が 見 られ た.本 研 究 と先 行 研 究 で は

多 くの 点 で 結 果 が 異 な っ た.今 後,各 採 取 地 で 採 取 個 体 を増 や し解

析 精 度 を 高 め る ほ か,再 分 析 をす る 必 要 性 が あ る も の と考 え られ た.

さ らに,復 元 の 観 点 か らゼ ンテ イ カ の 遺 伝 的 多 様 性 に つ い て 検 討 し

た が,地 域 の 植 生 復 元 を 考 え る場 合,本 研 究 の 結 果 だ け で は 不 足 す

る部 分 が 多 々 あ る.採 取 地 や 対 象 植 物 を 増 や す こ とで 基 礎 的 知 見 を

集 積 し,個 体 数 の減 少 や 個 体 群 の 消 失 が 危 惧 され る個 体 群 を 復 元 す

る指 針 を構 築 す る必 要 が あ る.

被 子 植 物 で あ る ワ レモ コ ウで は,他 領 域 で は あ るが 遺 伝 的 多 様 性

が 検 討 され て お り(佐 伯 ら2012),ハ プ ロ タ イ プ 多 様 度 は0.81で 塩

基 多 様 度 は0.0014で あ っ た.本 研 究 の 北 海 道 に お け る ゼ ン テ イ カ の

ハ プ ロ タ イ プ 多 様 度 は0,10で 塩 基 多 様 度 は0.000202で あ り,ワ レ

モ コ ウ比 べ て は る か に 低 か っ た.こ の こ とか ら,ゼ ン テ イ カ の葉 緑

体 ゲ ノ ムtrnH-psbA領 域 とtrnL(UAA)intron領 域 の2領 域 に お い

て の 遺 伝 的 多 様 性 は 極 め て 低 い こ とが 示 唆 され た.
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摘 要

本 研 究 で は 復 元 の 観 点 か ら 遺 伝 的 多 様 性 に 関 す る 基 礎 的 知 見 を 得

る た め,北 海 道 に 分 布 す る ゼ ン テ イ カ の 葉 緑 体 ゲ ノ ムtrnH-psbA

領 域 お よ びtrnL(UAA)intron領 域 に 注 目 し 北 海 道 の14地 点230個

体 の 塩 基 配 列 を ダ イ レ ク トシ ー ク エ ン ス 法 で 決 定 し,遺 伝 的 多 様 性

を 調 べ た.

そ の 結 果,trnH-psbA領 域 で は624塩 基 を 決 定 で き た が,多 型

は 検 出 さ れ な か っ た.trnL(UAA)intron領 域 の 塩 基 配 列 を 決 定 し た

結 果,591塩 基 を 決 定 で き た.5箇 所 の1塩 基 の 挿 入 と1箇 所 の1

塩 基 置 換 の 多 型 か ら,8つ の ハ プ ロ タ イ プ(A～H)の 存 在 が 検 出 さ

れ た.乙 部 町 で はA:C:D:E:Fが3:1:3:1:1,浜 中 町 で はA:

B:Dが25:2:1と な っ た.紋 別 市 で はA:Dが14:1と な っ た.

函 館 市 で はA:Hが19:1と な っ た.豊 頃 町 で はA:Gが23:1と

な っ た.新 冠 町 で はA:Hが11:1と な っ た.積 丹 町,共 和 町,豊

富 町,雨 竜 町,上 川 町 浮 島 湿 原,黒 岳,旭 岳,高 原 温 泉 で は す べ て

ハ プ ロ タ イ プAで あ っ た.ハ プ ロ タ イ プAは い ず れ の 採 取 地 で も 確

認 で き た が,ハ プ ロ タ イ プBは 浜 中 町 で し か 確 認 で き な か っ た.ま

た,ハ プ ロ タ イ プDは 浜 中 町 と 乙 部 町 で,ハ プ ロ タ イ プHは 函 館 市

と 新 冠 町 で 確 認 で き た.一 方,ハ プ ロ タ イ プC,E,Fは 乙 部 町,ハ

プ ロ タ イ プGは 豊 頃 町 で し か 確 認 で き ず,地 域 間 で 出 現 す る ハ プ ロ
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タ イ プ や そ の 出 現 割 合 に 差 が 生 じた.

本 実 験 で 明 らか に し8つ の ハ プ ロ タ イ プ を近 隣 結 合 法 に よ り分 子

系 統 樹 を 作 成 した.そ の 結 果,ク レー ド1(E,F)と ク レー ドII(A,

B,C,D,G,H)に 分 け られ た.

ま た,ハ プ ロ タ イ プ 多 様 度 と塩 基 多 様 度 を算 出 した 結 果,ど ち ら

もハ プ ロ タ イ プ が 多 く検 出 され た 乙部 町 が 最 も高 か っ た.
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Genetic divergence of  chloroplast genome Hemerocallis dumortieri var. 

esculenta in Hokkaido. 

Hikari ISHIDA 

Summary 

   The genetic diversity of Hemerocallis dumortieri var. esculenta chloroplast 

DNA (cpDNA) region of trn H - psb A and trn L (UAA) intron was examined to 

obtain the fundamental knowledge of reconstruction. In this study, 230 individuals 

sampled from the 14 populations collected in Hokkaido were used. 

   The populations were classified into eight groups (A to H) according to the 

haplotype on the basis of five deletions and one nucleotide substitution in the 

Hemerocallis dumortieri var. esculenta cpDNA region of trn L (UAA) intron. 

Haplotypes varied with the collected population and the locality. Hemerocallis 

dumortieri var. esculenta in Shakotan, Kyouwa, Toyotomi, Uryuu, Ukishima, 

Kurodake, Asahidake and Kougenonnsen had only haplotype A. Otobe had five 

haplotypes, A, C, D, E and F at a ratio of 3:1:3:1:1. Hamanaka had three haplotypes, 

A, B and D at a ratio of 25:2:1. Monbetsu had two haplotypes, A and D at a ratio of 

14:1. Hakodate had two haplotypes, A and H at a ratio of 19:1. Toyokoro had two 

haplotypes, A and G at a ratio of 23:1. Niikappu had two haplotypes, A and H at a 

ratio of 11:1. Haplotypes C, E and F were discovered from Otobe populations, 

whereas haplotypes G were distributed in Toyotomi populations. 

   Consequently, these results will provide a foundation for the reconstruction of 

Hemerocallis dumortieri var. esculenta.
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図1.北 海 道に自生するゼンテイカ.

図2.霧 多布湿原 におけるゼンテイカのエゾシカによる食害の様子.
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図3.2012年7月18日(ゼ ンテイカの 開 花 期)の 雲 井 ヶ原 の様 子.

図4.ゼ ンテイカを採取 した乙部 町の海 岸線沿 いの岩場の様子.
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図5.ゼ ンテイカを採取 した浜中町霧多布湿原に設置された木道沿いの様子.

図6.ゼ ンテイカを採取した浜 中町霧 多布岬の海岸段丘 の上部草原の様子.
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図7.ゼ ンテイカを採 取した積丹町積 丹岬の岩場の様 子,

図8.ゼ ンテイカを採取 した積 丹町神威岬の岩場の様 子.
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図9.ゼ ンテイカを採取した共和町神仙 沼に設置された木道沿いの様子.

図10.ゼ ンテイカを採取 した紋別市オムサ ロ原生花園付近の湿地の様 子.
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図11.ゼ ンテイカを採取した豊富町サロベツ湿原に設置された木道沿 いの

様 子,
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I=
,

図12.ゼ ンテイカを採取 した雨竜町雨竜沼湿原に設置された木道沿 いの

様子.
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図13.ゼ ンテイカを採 取した恵 山町恵 山岬の岩場の様子.

図14.ゼ ンテイカを採取した豊頃町湧洞沼の湿地の様子.
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図15.ゼ ンテイカを採取した豊頃町晩成 の海岸線付近の草原の様子.

図16.ゼ ンテイカを採取 した新冠町判官館森林公園の遊歩道沿 いの様子.
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図17.ゼ ンテイカを採取した上川町浮 島湿原 に設置された木道沿いの様子.

図18.ゼ ンテイカを採取した上川町黒岳の リフトのりば付近 の様子.
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図19.ゼ ンテイカを採取した東川町旭岳の第一天女が原 ・第二天女が原に

設置された木道沿 いの様子.

図20.ゼ ンテイカを採取 した上川町高原温泉の沼めぐりコースに設置された

木道沿 いの様子.
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嘱懸

図21.DNA抽 出の 材 料 となる葉 の 採 取 の様 子.

図22.浦 河郡浦河町の道路沿 いから葉を採取したエゾキスゲ.
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図23.上 川郡上川 町の道路沿 いから葉を採取 したヤブカンゾウ.



豊富町 紋別市

函館市 新冠町

豊頃町
浜中町

プロタイプA

プロタイプB

プロタイプC

プロタイプD

プロタイプE

ハプロタイプF

ハプロタイプG

ハプロタイプH

図24.北 海 道 にお けるゼ ンテイカの葉 緑 体 ゲ ノムtrnL(UAA)intron領 域 の塩 基 配 列

にもとつ く採 取 地 ごとのハ プ ロタイプ出 現 割 合.
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HaplotypeC

HaplotypeA

HemerocallisflavaL.var.yezoensis

HaplotypeB

HaplotypeD

HaplotypeG

HaplotypeH

HemerocallistulvaL.var.kwanso

HaplotypeE

HaplotypeF

葡

図25.ゼ ンテ イカの 葉 緑 体 ゲ ノムtrnL(UAA)intron領 域 の塩 基 配 列 にもとつ く

ハ プ ロタイプを近 隣 結 合 法 により構 築 した系 統 樹.
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豊富町 紋別市

積丹町

恵山町

旭岳

新冠町

・■ク レ ー ド1

ロク レー ド皿

図26.北 海 道 にお けるゼ ンテイカの 葉 緑 体 ゲノムtrnL(UAA)intron領 域 の塩 基 配 列 に

もとつ く採 取 地 ごとのクレー ド出現 割 合.

42



表1.採 取 したゼンテイカ集 団の位置,採 取 日,緯 度,経 度および採取個体数.

採取地点 採取 日 緯度 経度 採取個体数

乙部町

浜中町霧多布湿原

浜中町霧多布岬

積丹町積丹岬

積丹町神威岬

共和町

紋別市

豊富町

雨竜町

函館市

豊頃町湧洞沼

豊頃町晩成

新冠町

上川町浮島湿原

上川町黒岳

東川町旭岳

上川町高原温泉

2011年6月16日

2011年7月13日

2011年7月14日

2012年6月21日

2012年6月21日

2012年6月22日

2012年7月19日

2012年7月19日

2012年8月14日

2013年6月12日

2013年6月26日

2013年6月26日

2013年6月27日

2013年7月17日

2013年7月18日

2013年7月25日

2013年8月8日

42°3'

43。3'

43°4'

43°22'

43°19'

42°54'

44°23'

45。6'

43°41'

41°48'

42°36'

42°31'

42°21'

43。55'

43°42'

43°38'

43°37'

140°4'

145°5'

145°9'

140°29'

140°21'

140°35'

143°17'

141°41'

141°36'

141°11'

143。33'

143°28'

143。28'

142°57'

142°56'

142°48'

142°54'

9

4

4

7

6

8

5

3

5

0

7

7

2

5

4

6

8

1

1

1

1

1

1

2

1

1

1

1

1

1
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2PCR,'、 に い たTv"ノ ムaと プ ー マ ー1

葉Tuゲ ノム領域 プ ラ イ マー 配 列(5'to3')

trnH(GUG)

psbA

trnL(UAA)intronF

trnL(UAA)intronR

ACGGGAATTGAACCCGCGCA

CGAAGCTCCATCTACAAATGG

CGAAATCGGTAGACGCTACG

GGGGATAGAGGGACTTGAAC

3.PCR心 プ ロ 』 ム

予備加熱

熱変性

アニー リング

伸長反応

反応停止

95°C10min

94°C30s

60°C60s

72°C60s

72°C7min

40サ イクル

一 一
4.亭 一 エ ン スd.;曇 ・

ReactionMix(BigDyever1.1)1.OuI

5xSequenceBuffer1.5uI

Primer(5倍 希 釈)0.5μI

DNAテ ン プ レー ト0.Sul

一

計 10.OuI

5ぐ 一 エ ン ス 心 プ ロ"一 ム

予備加熱

熱変性

アニー リング

伸長反応

冷却

96°C

96°C

50°C

60°C

10°C

10min

30s

15s

4min

..

}一 伽
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表6.ゼ ンテイ力葉 緑体 ゲ ノムtrnH-psbA領 域 の塩 基 配 列(624bp).

　

-

【
U

引
■
■

{
■
■

0

[
0

イ
■
1

{
■
■

引
■
■

4
冒
■

0

[
U

O
乙

り
乙

{
■
■

{
■
■

0

[
」

り
0

り
0

　

　

0

[
U

4

4

-

引
■暫

0

【
U

5

【
U

　06

TGGTGGATTC

TATCTAGCTA

CATCATTATT

ATTCTATTAG

GAGTAATCAG

TCATTTAGCA

TAATAGTAAC

CATACAATCG

GGATCGTATG

TCGCGAGACA

TTGGCGGAAT

ATATGCCCAT

TTTACCCATT

ACAATCCACT

AAGGATTTTC

GTAATTGTAT

ACGTAGAATG

CTGTGACACG

GGAAAAATGG

TTGGTCTCGG

CTATTCATAA

GTAGGTCACA

TGCGAGAAAC

CAAAAAAGAA

ACATATCTTT

CTTAATGTAT

GCCTTGATCC

TCTTTTTTCC

TTATTCTTAC

CCAATCTTTA

TTCACTAAAA

AAAAACTCAA

GCATCTACCA

TGGAAAAGAA

AATTGGGAGA

GATAATAAAT

TAGAATAAAT

CTAAAGGAAG

TAAG

ACTTGGCTAC

ATTCATCATT

TTTCATACTT

AAAGAAAATG

AAAAATCCTT

CATGAGGGAG

TTATACCCAC

CATTTACCTA

AGTCGCGCCT

CTCGTCGTTA

CATTCAAAGC

ATACATATGG

ATCCGCCCCT

ATTGTATATT

AGATCGAGAT

TAAAAAAAAG

TTGTAGCTAA

GAGAAAGAAA

AATGATTGGC

TTTATATAAC

ACTCTGACTT

AGTCGTTAAT

AAAGAAGGGG

GTATAGCCCC
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表7.ゼ ンテ イカ葉 緑 体 ゲ ノムtrnL(UAA)intr・n領 域 の 塩 基 配 列(591bp;ハ プ ロ

タイプA).

　

¶
I

r
隔U

　

　

n
V

[
0

1

1

引
■
■

4
■
■

0

5

り
乙

り
乙

　

　

0

[
U

O
O

り
」

引
■
■

引
■
■

0

[U

4

4

引
■
■

{
■
■

0

[
」

【
U

に
U

GGTCCCAAAA

TGGAAACCCG

AAAATGGGCC

TTTTGAAACT

TTCTAACGAA

TCGAAATTCA

TGACATATCA

AAATTCAGAG

GAATATTTAA

TTTTTTTGAC

CTACATGTCA

TCGACTTTAA

GTACGGACCT

GTAAATGGTA

ATCCTTAGCC

CGAATAAAAA

TGGAGTTGAC

AAAAAGGATG

AACGATTAAT

TTATTGTGGA

TGATCAAATC

AAACTGATTA

ATACCGACAA

AAATCGTGAG

CCCGTAGACG

ACTTCCCAAA

CAATTTTTTT

AAGATAGGTG

TACGTTGTGT

ACTATATATC

CATGACCCGA

TCTATTCCAA

ATTCATTCCA

ATCGGACGAG

CAATGAAATT

GGTTCAAGTC

GATTGGGTTT

TCAGAGAAAC

TTTTTCAAAA

CAGAGACTCA

TGGTAGCCGG

TAATACATAC

ATTAGTATTA

TCGAAGTTGA

GGGTTTGATA

AATAAAGAGA

TATAGTAAGA

CCTCTATCCC

AGCCCTAGTA

CCCGGAACTT

AAGGTTTTTT

ATGGAAGCTG

AATCCTTCTA

GTATACATAC

TATATATGAA

AGGAAGAACA

GGCCTTTACT

GAGTCCCATT

GGAAAATCCG

C
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表8.trnL(UAA)intron領 域 で検 出され たハ プ ロタイプとそ の 塩 基 配 列.

152-163 170-176

ハプロタイプATTT-GAAA-CTCAAA-GAT

ハ プ ロ タ イ プB・ ・ …

ハ プ ロ タ イ プC・ ・ …

ハ プ ロ タ イ プD・ ・ …

ハ プ ロ タ イ プE・ ・ …

ハ プ ロ タ イ プF・ ・ …

ハ プ ロ タ イ プG・ ・ …

ハ プ ロ タ イプH…T・

.q.

r● ● ■ ■ ● ● ● ● ・ ● ●

● ■ ● ● ● ● ● ● ■ ■o,

● ● ● ● ● ● ● ● ● ・o・

● ■ ● ● ● ●o● ● ● ● ●

.qq.

● ● ● ● ● ● ● ● ● ・ ・,

201-207 429-435 503-509

GTT-CTATCC-AGG

T
o● ● ● ●o

■ ● ● ●o●

● ● ■ ● ● ● ● ・

.C.

.C.

T

・

A

・

C

・

A

・

T

・

C

・

T

・

■●●●

・

C

CO●

表 中の ・はハプロタイプAと 同一の配列であることを示し,一 は欠失 していることを示す
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表9.乙 部 町豊浜における個体記号,採 取地,ハ プロタイプおよび採取環境

個体記号 採取地 ハプロタイプ 採取環境

乙部町1

乙部町2

乙部町3

乙部町4

乙部町5

乙部町6

乙部町7

乙部町8

乙部町9

浜

浜

浜

浜

浜

浜

浜

浜

浜

豊

豊

豊

豊

豊

豊

典
旦
豊

豊

A

A

C

F

E

A

D

D

D

場

場

場

場

場

場

場

場

場

山石

山石

山石

山石

山石

山石

山石

山石

山石

岸

岸

岸

岸

岸

岸

岸

岸

岸

海

海

海

海

海

海

海

海

海
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表10.浜 中町における個体記号,採 取地,ハ プロタイプおよび採取環境

個体記号 採取地 ハプロタイプ 採取環境

　

　

　

　

　

　

　

フ

　

　

む

　

　

　

　

　

　

フ

　

　

　

ヨ

　

　

　

フ

　

　

　

　

　

コ

　

　

　

　

　

　

　

　

　

　

　

　

　

り
る

　

町

町

町

町

町

町

町

町

町

町

町

町

町

町

町

町

町

町

町

町

町

町

町

町

町

町

町

町

中

中

中

中

中

中

中

中

中

中

中

中

中

中

中

中

中

中

中

中

中

中

中

中

中

中

中

中

浜

浜

浜

浜

浜

浜

浜

浜

浜

浜

浜

浜

浜

浜

浜

浜

浜

浜

浜

浜

浜

浜

浜

浜

浜

浜

浜

浜

霧多布

霧多布

霧多布

霧多布

霧多布

霧多布

霧多布

霧多布

霧多布

霧多布

霧多布

霧多布

霧多布

霧多布

原

原

原

原

原

原

原

原

原

原

原

原

原

原

口亜

ロ並

ロ並

口亜

口並

星

ロ並

ロ並

ロ並

星

鼎
一
星

口並

口亜

霧多布岬

霧多布岬

霧多布岬

霧多布岬

霧多布岬

霧多布岬

霧多布岬

霧多布岬

霧多布岬

霧多布岬

霧多布岬

霧多布岬

霧多布岬

霧多布岬

A

A

A

B

A

A

A

D

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

B

A

原

原

原

原

原

原

原

原

原

原

原

原

原

原

口並

目並

目並

口並

星

口亜

口並

口亜

星

口並

鼎
一
口並

口並

口並

海岸岩場

海岸岩場

海岸岩場

海岸岩場

海岸岩場

海岸岩場

海岸岩場

海岸岩場

海岸岩場

海岸岩場

海岸岩場

海岸岩場

海岸岩場

海岸岩場
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表11.紋 別市オムサ ロ原生花 園付近 における個体記号,採 取地,ハ プロタイプ

および採取環境.

個体記号 採取地 ハプロタイプ 採取環境

紋別市1

紋別市2

紋別市3

紋別市4

紋別市5

紋別市6

紋別市7

紋別市8

紋別市9

紋 別市10

紋 別市11

紋 別市12

紋 別市13

紋別市14

紋別市15

オムサロ原生花園付近

オムサロ原生花園付近

オムサロ原生花園付近

オムサロ原生花園付近

オムサロ原生花園付近

オムサロ原生花園付近

オムサロ原生花園付近

オムサロ原生花園付近

オムサロ原生花園付近

オムサロ原生花園付近

オムサロ原生花園付近

オムサロ原生花園付近

オムサロ原生花園付近

オムサロ原生花園付近

オムサロ原生花園付近

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

D

地

地

地

地

地

地

地

地

地

地

地

地

地

地

地

日
皿

鼎
一
ロ並

口並

扁
」
口並

日
皿

口並

口亜

鼎
一
口並

鼎
一

口亜

鼎
凸

需
一

岸

岸

岸

岸

岸

岸

岸

岸

岸

岸

岸

岸

岸

岸

岸

海

海

海

海

海

海

海

海

海

海

海

海

海

海

海

表12.函 館市 恵山岬における個体記号,採 取地,ハ プロタイプおよび採取環境

個体記号 採取地 ハプロタイプ 採取環境

函館市1

函館市2

函館市3

函館市4

函館市5

函館市6

函館市7

函館市8

函館 市9

函館 市10

函館 市11

函館 市12

函館市13

函館市14

函館市15

函館市16

函館市17

函館市18

函館市19

函 館市20

恵山岬

恵山岬

恵山岬

恵山岬

恵山岬

恵山岬

恵山岬

恵山岬

恵山岬

恵山岬

恵山岬

恵山岬

恵山岬

恵山岬

恵山岬

恵山岬

恵山岬

恵山岬

恵山岬

恵山岬

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

H

A

A

場

場

場

場

場

場

場

場

場

場

場

場

場

場

場

場

場

場

場

場

山石

山石

山石

山石

山石

山
石

山石

山石

山石

山石

山石

山石

山石

山石

山石

山石

山石

山石

山石

山石

岸

岸

岸

岸

岸

岸

岸

岸

岸

岸

岸

岸

岸

岸

岸

岸

岸

岸

岸

岸

海

海

海

海

海

海

海

海

海

海

海

海

海

海

海

海

海

海

海

海
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表13.豊 頃町における個体記号,採 取地,ハ プロタイプおよび採取環境.

個体記号 採取地 ハプロタイプ 採取環境

豊 頃町1

豊 頃町2

豊 頃町3

豊 頃町4

豊 頃町5

豊 頃町6

豊頃町7

豊頃町8

豊頃町9

豊頃町10

豊頃町11

豊頃町12

豊頃町13

豊頃町14

豊頃町15

豊頃町16

豊 頃町17

豊 頃町18

豊 頃町19

豊 頃町20

豊頃 町21

豊頃 町22

豊頃町23

豊頃町24

㎜

嗣

㎜

嗣

㎜

㎜

㎜

㎜

㎜

關

㎜

㎜

㎜

㎜

醐

關

嗣

成

成

成

成

成

成

成

灘

灘

濁

灘

灘

灘

灘

沸

灘

澱

灘

灘

濠

灘

灘

沸

灘

晩

晩

晩

晩

晩

晩

晩

A

A

A

A

A

A

A

A

G

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

原

原

原

原

原

原

原

地

地

地

地

地

地

地

地

地

地

地

地

地

地

地

地

地

草

草

草

草

草

草

草

沼

沼

沼

沼

沼

沼

沼

沼

沼

沼

沼

沼

沼

沼

沼

沼

沼

岸

岸

岸

岸

岸

岸

岸

海

海

海

海

海

海

海
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表14.新 冠町判官館 森林公園における個体記号,採 取地,ハ プロタイプおよび

採取環境

個体記号 採取地 ハプロタイプ 採取環境

新冠町1

新冠町2

新冠町3

新冠町4

新冠町5

新冠町6

新冠町7

新 冠町8

新冠 町9

新冠 町10

新冠町11

新冠町12

判官館森林公園

判官館森林公園

判官館森林公園

判官館森林公園

判官館森林公園

判官館森林公園

判官館森林公園

判官館森林公園

判官館森林公園

判官館森林公園

判官館森林公園

判官館森林公園

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

H

海岸林床

海岸林床

海岸林床

海岸林床

海岸林床

海岸林床

海岸林床

海岸林床

海岸林床

海岸林床

海岸林床

海岸林床
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表15.積 丹町積丹岬における個体記号,採 取地,ハ プロタイプおよび採取環境.

個体記号 採取地 ハプロタイプ 採取環境

積丹 町1

積丹 町2

積丹 町3

積丹 町4

積丹 町5

積丹 町6

積丹 町7

積丹町8

積丹町9

積丹町10

積丹町11

積丹町12

積丹町13

積丹町14

積丹町15

積丹町16

積 丹町17

積 丹町18

積 丹町19

積丹 町20

積丹 町21

積丹 町22

積丹 町23

　　

　

り
　

　

　

ロ　

ロ
モ

　

り　

り
　

ロ
が

ロザ

ロ　

り　

り
　

り
　

り
　

り
　

り
　

り
　

ロ
イ

　

り
　

　
ロ

　
ロ

　
ロ

　
ロ

　
ロ

　
ロ

　
ロ

　
ロ

　
ロ

　
ロ

　
ロ

　
ロ

　
ロ

　
ロ

　
ロ

　

　
ロ

　
ロ

　
ロ

　
ロ

　
ロ

　
ロ

　
ロ

丹

丹

丹

丹

丹

丹

丹

丹

丹

丹

丹

丹

丹

丹

丹

丹

丹

威

威

威

威

威

威

積

積

積

積

積

積

積

積

積

積

積

積

積

積

積

積

積

神

神

神

神

神

神

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

海岸岩場

海岸岩場

海岸岩場

海岸岩場

海岸岩場

海岸岩場

海岸岩場

海岸岩場

海岸岩場

海岸岩場

海岸岩場

海岸岩場

海岸岩場

海岸岩場

海岸岩場

海岸岩場

海岸岩場

海岸岩場

海岸岩場

海岸岩場

海岸岩場

海岸岩場

海岸岩場
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表16.共 和町神仙沼における個体記号,採 取地,ハ プロタイプおよび採取環境

個体記号 採取地 ハプロタイプ 採取環境

共和町1

共和町2

共和町3

共和町4

共和町5

共和町6

共和町7

共和町8

共和町9

共和町10

共和町11

共和町12

共和町13

共和町14

共和 町15

共和 町16

共和 町17

共和 町18

神仙 召

神仙 召

神仙 召

神仙 召

神仙 召

神仙 召

神仙 召

神仙 召

神仙 召

神仙 召

神仙 召

神仙 召

神仙 召

神仙沼

神仙 召

神仙 召

神仙 召

神仙 召

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

原

原

原

原

原

原

原

原

原

原

原

原

原

原

原

原

原

原

星

星

星

星

星

口並

星

ロ並

星

星

口並

口並

星

量

星

星

口並

星

層

層

層

層

層

層

層

層

層

層

層

層

層

層

層

層

層

層

高

高

高

高

高

高

古同
高

高

高

高

高

高

古同
高

高

高

高

表17.豊 富町サ ロベツ湿原 における個体記号,採 取地,ハ プロタイプおよび

採取環境

個体記号 採取地 ハプロタイプ 採取環境

豊富町1

豊富町2

豊富町3

豊 富町4

豊 富町5

豊 富町6

豊富 町7

豊富 町8

豊富 町9

豊富町10

豊富町11

豊 富町12

豊 富町13

サロベツ

サロベツ

サ ロベツ

サ ロベツ

サ ロベツ

サ ロベツ

サ ロベツ

サ ロベツ

サロベツ

サロベツ

サロベツ

サ ロベツ

原

原

原

原

原

原

原

原

原

原

原

原

湿

湿

湿

湿

湿

湿

湿

星

星

口並

星

量

サロベツ湿原

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

原

原

原

原

原

原

原

原

原

原

原

原

原

口亜

量

眉並

口並

ロ並

口並

ロ並

口亜

ロ並

星

口並

口並

眉並
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表18,雨 竜町雨竜沼湿原における個体記号,採 取地,ハ プロタイプおよび採取

環境.

個体記号 採取地 ハプロタイプ 採取環境

雨竜町1

雨竜町2

雨竜町3

雨竜町4

雨竜町5

原

原

原

原

原

目並

湿

口亜

口並

口亜

召

召

召

刀
ロ

召

竜

竜

竜

竜

竜

雨

雨

雨

雨

雨

A

A

A

A

A

原

原

原

原

原

星

星

口並

星

星

層

層

層

層

層

古
同

吉
同

古
同

吉
同

古
同

表19.上 川町浮 島湿原 における個体記号,採 取地,ハ プロタイプおよび

採取環境

個体記号 採取地 ハプロタイプ 採取環境

上 川町1

上川 町2

上川 町3

上川 町4

上川町5

上川町6

上川町7

上川町8

上川町9

上川町10

上川町11

上川町12

上 川町13

上川 町14

上川 町15

原

原

原

原

原

原

原

原

原

原

原

原

原

原

原

口並

星

口並

星

口並

星

口並

星

口並

湿

凋亜

星

星

星

口並

島

島

島

島

島

島

島

島

島

島

島

島

島

島

島

浮

浮

浮

厚

届午

摩

煽午

屈
+

一学

需子

重f

而子

一学

精子

一学

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

原

原

原

原

原

原

原

原

原

原

原

原

原

原

原

日
里

口並

日
皿

星

口亜

星

星

口並

口亜

星

鼎
一
口亜

口亜

口並

口亜

層

層

層

層

層

層

層

層

層

層

層

層

層

層

層

高

高

高

高

高

高

古
同
高

高

高

高

高

高

古同

高
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表20.上 川町黒岳 における個体記号,採 取地,ハ プロタイプおよび採取環境.

個体記号 採取地 ハプロタイプ 採取環境

上川町16

上川町17

上川町18

上川町19

上川 町20

上 川町21

上川 町22

上川町23

上川町24

上川町25

上川町26

上川町27

上川町28

岳

岳

岳

岳

岳

岳

岳

岳

岳

岳

岳

岳

岳

黒

黒

黒

黒

黒

黒

黒

黒

黒

黒

黒

黒

黒

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

場

場

場

場

場

場

場

場

場

場

場

場

場

山
石

山石

山石

山石

山石

山石

山石

山石

山石

山石

山石

山石

山石

帯

帯

帯

帯

帯

帯

帯

帯

帯

帯

世冊

帯

帯

山

山

山

山

山

山

山

山

山

山

山

山

山

古
同

古
同

古
同

古
同

古
同

古
同

古
同

古
同

古
同

古
同

吉
同

古
同

古
同

亜

亜

亜

亜

亜

亜

亜

亜

亜

亜

亜

亜

亜

表21.東 川町旭岳 における個体記号,採 取地,ハ プロタイプおよび採取環境.

個体記号 採取地 ハプロタイプ 採取環境

東川町1

東川町2

東川町3

東川町4

東川町5

東川町6

東川町7

東川町8

東川町9

東川町10

東川町11

東川町12

東川町13

東川 町14

東川 町15

東川町16

岳

岳

岳

岳

岳

岳

岳

岳

岳

岳

岳

岳

岳

岳

岳

岳

旭

旭

旭

旭

旭

旭

旭

旭

旭

旭

旭

旭

旭

旭

旭

旭

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

高層湿原

高層湿原

高層湿原

高層湿原

高層湿原

高層湿原

高層湿原

高層湿原

高層湿原

高層湿原

高層湿原

高層湿原

高層湿原

高層湿原

高層湿原

高層湿原
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表22.上 川町高原温 泉における個体記号,採 取地,ハ プロタイプおよび

採取環境

個体記号 採取地 ハプロタイプ 採取環境

上川町29

上川町30

上川町31

上川町32

上川町33

上川町34

上川町35

上川町36

上川町37

上川町38

上 川町39

上川町40

上川町41

上川町42

上川町43

上川町44

上川町45

上川町46

上川町47

泉

泉

泉

泉

泉

泉

泉

泉

泉

泉

泉

泉

泉

泉

泉

泉

泉

泉

泉

温

温

温

温

温

温

温

温

温

温

温

温

温

温

温

温

温

温

温

原

原

原

原

原

原

原

原

原

原

原

原

原

原

原

原

原

原

原

高

高

高

高

高

高

古同

高

高

高

高

高

高

古
同
高

高

高

高

高

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

高層湿原

高層湿原

高層湿原

高層湿原

高層湿原

高層湿原

高層湿原

高層湿原

高層湿原

高層湿原

高層湿原

高層湿原

高層湿原

高層湿原

高層湿原

高層湿原

高層湿原

高層湿原

高層湿原

57



表23.エ ゾキ ス ゲ 葉 緑 体 ゲ ノムtrnL(UAA)intr。n領 域 の 塩 基 配 列(591bp).

1

¶
l

F
り

{
■
■

{
■
■

0

[U

1

1

引
■
■

4
1
■

0

[
U

2

り
乙

引
■
■

引
■
■

0

[
U

り
0

0
」

4
■
■

引
■
■

O

F
り

4

4

司■
■

引
■
■

(
U

[
σ

[
U

[
り

GGTCCCAAAA

TGGAAACCCG
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表24.ヤ ブカン ゾ ウ 葉 緑 体 ゲ ノムtrnL(UAA)intr・n領 域 の 塩 基 配 列(591bp)
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表25.北 海 道 におけるゼンテ イカの葉 緑 体ゲ ノムtrnL(UAA)intron領 域 にお ける

遺 伝 的 多様 性.

ハプロタイプの数 ハプロタイプ多様度 塩基多様度

乙部町

浜中町

積丹町

共和町

紋別市

豊富町

雨竜町

函館市

豊頃町

新冠町

浮島湿原

黒岳

旭岳

高原温泉

北海道

5

3

1

1

2

1

1

2

2

2

1

1

1

1

8

0.8333

0.2037

0.0000

0.0000

0.1333

0.0000

11111

0.1000

0.0833

0.1667

0.0000

0.0000

11111

0.0000

0.1023

0.001967

0.000352

0.000000

0.000000

0.000225

0.000000

1111111

0.000169

0.000281

0.000za2

1111111

1111111

1111111

0.000000

0.000202
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