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　　　　To　observ黛茎）（：）難en　tube　behav重or重嚢the　p三sti董s（）f　ten　self一玉n（こom．pat孟b藍e　C乞蔚曽～絡cu猛ivars，

bud　pollination，　delayed　pollination，　self－pollination　and　cross　pollinat；ion’were　carried　out．　ln

＄cplf－pollinations　of　self－incompatible　cultivars，　pollewn　tubes　were　pe．）rfectly　arrested　in　the

stigmas　and　styles．　by　6　days　a．ft，er　pollination，　while　in　three　s，　elf－compatible　and　19

cross－coinpatible　pollinat，ions　polle，n　tubes　penetra’ted　，int，o　t，he　ova．ries　by　4　t，o　8　days　after

polll．inatiori．　Var，iou＄　abnormal　behavior　ancl　morphology’　of　pollen　t，ubes　w・ere．　obserNre〈rl　i，n　both

総11C（）mpat．ible　aRd　c（）照patib董e茎）ol｝重沿a誤0難S，　bUもwerξ｝至黛＄＄COMMOII　iR　th¢（き○搬patib垂e　O農¢S．！浪もhe

pisti玉s◎f・self一重Rcompatib韮e　c臨重vars＄elf－pollii｝ated　t，wO　days　befor¢瞭無磁sis　aRdもwoぬys　afもer

axxtkesis，もhe　sel懲嘗竃cO聡）a楠leひ○．｝lex　f．￥bes　ceased　£○£ご◎w重難も薮e　s額帥縦s　a簑d　sもy茎es，繍1至e　i魏

£’?рu峯）lstl韮s　se至fぜ）ol．ll．王幽業aもe（董4a難d＄d隷y＄before　a難縫絶＄重＄IllaRy茎）G｝｝elx畿1．bξ｝s　reachedも難¢Qvξ三r重es．

｝蓬Owever，　itgi￥｝ber＄of’　pe恥嚢縦ユbes茎）劔績ra纈9　f，ke　o．v・ar重es　we茎’e　d濃磁r磁．顧穀d澄ereftt　Cl瀬vars．

i捌1｝．董epistiis　oぎself一一inco．ry’ipat．ible　cl．k1もivars　self－POI｝inated　4　days　a飯誉r　a縫hesis，　P◎lleix轍be

groNvth　was　enhanced　to　some　extent，　whjle　in　those　self－pollinated　6　and　8　days　after　anthesis

pollen　tubes　cotild　not　detected　probably　because　of　the　degeneration　of　the　styles．　These

studies　suggest，eCl　that　in　the　pisti1　of　self－incompatible　C71tru，s　se｝f一・・i／’ft（z：ompatibility　in，it，iates　6

dnys　before　anthes，i，s　and　increas，　es　up　to　the　day　o，f　ant／，hesis　and　that　＄ome　of　the　cult，ivE’irs　have

a（｝o玉τ買non　5　allele　th訣t　c◎ntro霊s　self・一豆l／COIII茎）at董bil重ty．

INTRODUCTION

　　　In，　most　cases，　self－incornpatibillity　operates　via　the　inhibition　of　pollen　tube　groxvth　in

t．he　pts．　t，il，　and　is　under　the　control　of　one　or　irnore　genes　Nvith　multiple　alleles．　Genetie

control　may　be　either　gametophytl　e．　or　sporophytie．．　ln　the　sporophytic　self－in．compatibil－

ity　sy＄tem，　the　po1沁n　gra重n　is　tricミ黛11ular　at　anち｝糠＄i＄，　and　the＄主面｝of　the　incon湿patibiliもy

reaCtめ掘S　O難◎r　j難St　be10w　the＄摂即a　Sミ三rfaCe．翌難漁e　g段meも◎峯）hytiC　Sdf－i嚢CO脚菰翻iもy

sys慮em，　h◎wever撃th¢polle鉄gra重嚢玉s　b重ce圭1磁ar　aも哉捻もhesis，　alld塾h（）inc◎mpatib鐵もy　reac麺。難

occurs，　after　pollen　tube　has　groNw’i　some　distan（te．　through　the．　gynoecium　（Nettaitcourt，

1977　and　1997；　Sedg，．　ley　and　Griffin，　1989；　Williams　et　al．，　1994）．　This　fact　has　led　us　to

more　clifficulty　to　＄tud．　y　the　mechanism　of　t，he　gametophytic　self一・incompatibilit，y．

　　　In　Ct；eTzLs，　the　occurrence　o’f　gametophyt；ic　self－incomp，　atibility　has　been　well

docun’iented　in　several　cultivars　（Soost，　196・i　）．　’1”lhe　＄elf－incempa．t，ibilit，．v　js　a　erucial　eco－

R◎mic　prob圭e艶i簑cer£aiR　coramere．ial　cu琵ivars　wlthQ罎もh重gh　part．h¢R（）carpic　ab録iもy　s護ch　as

もho＄曾蔑簑pu難r窪e韮（）＄，峯）疑m澱elo　rda娠ves，　grapefr慧iもre茎aもives，ぎ￥獄慧dariRs　a嚢d　r￥iakdari茎｝

re1ε誌三ves．　Self一韮嚢co獄pa雛b韮1iもy三数U乞SrzLs　has　bee簑sもミ柔d呈ed　by　m綴W　i難vesもigaもOrs　s嚢ch　as

Nagakmd　TaRigawa　（1928），　Soost　（．1，956　aRd　1965），　ToR　aRd　Kerendom　（1966），　Ya．mashita
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（1978　and　1980），　Kahn　and　DeMason　（1986　and　1988）．　X”hese　invest’igations　have

concentrated　on　the　examination　of　seed　formation　after　sel，f－polli／nation，　the　growth　of

po｝leR　tubes　iR　iRcompatib｝e　gyRoecium　aBd　the　overeeme　of　se｝，f－k｝eom，patibi｝ity　iB

se玉f－iRc◎mpaもib玉e　cu1もivars．　H◎wpever，もhese　sも慧（iies　did難。も（襲紘愈r茎資ir総acct！raもe｝yもhe

variation　of　self－incompatibility　duriRg　fiower　development・　and　the　difference　of　the

degree　of　self－incornpatibility　among　cultivars．

　　　IR伽s　s撫dy，　the　siもe　of　pollen　tube　arresもi難i．汽。◎猟、p就ibl．e　s．も脚s　a嚢d　po難e謡曲e

behaviors　iR　boもh　iRcorripa．tible　and　c◎mpatib｝e　pis綴s　were三傑v琶＄．t三菖aもed雛．sixg　sev餓

seif－incompatible　cultivars　to　demonstrate　the　degree　of　the　＄eif－incoryipatibihty　in　the

cultivars．　ln　addition，　pollen　tube　growrth　iix　incompatjble　pisti，ls　was　investigated　after

bu（i　pollinaもion　an（i　delayed　po1薮Rationζo　deter】漁eもhe　r磁a慧（）蓑sh薫p　beもweenもhe（iegree

◎fse1套蚕compatibi鼓もy　a！蓬d嶽e　ag奮g　of資◎wer魚C癬r鍼，s　c撮脚a罫s．

MATERIALS　AND　METHOD＄

P霊aRt搬ateria霊s

　　　More　tha賊en－year－01d　trees　of　ten　Citrzes　euk，ivars　growr｝．　aも漁e＄asag顧orchard　of

the　University　Farm，　Kyushu　University，　Fukuoka，　were　used　for　this　study．　These

eultivars　consisted　of　seven　self－incompatible　cultivars　and　ac｝ces：．　ions　and　thre’e

self－cornpatible　cultivars．　The　seLf－incompatible　cultivars　atxd　ac（／L’ession＄　were　‘Banpeiyu’

（C．　grandis），　lpgh　Ng．　1　（C．　grgndts），　Nagashima　No．　i　2　（C．　g’rewndis），　‘｝／assaku’　（C

hassakze），　‘Yuge－hyokan’　（C．　ampzetgacea），　‘Shishiyuzu’　（C．　puse’t．edog’ti・lsut）　and　‘Tosa

Buntan’　（C．　otachibana）．　The　three　self－compatible　cultivars　were　‘Kabosu’　（C，

spんαθγooαη：）α），‘Serr血lole’（0．　Pαγ’αdis乞×0．　reticz↓1αtα）and‘Zadaxidai’（σ．　ctzz，rαntizLm）．

B穫dpoH圭盤atio猛a盤d　de璽ayed　poUiRation

　　　To　obtain　the　pollen，　mature　fiower　buds　just　before　anthesis　were　colleeted，　and

their　petals　were　removed．　The　anthers　were　dehisced　under　sunlight　o．r　under　ineubator

coRditions　maintained　at　250C，　and　the　fresh　pol｝en　was　irr［mediately　tt＄ed　．for　pollination．

F◎rb慧d　polliRaもi◎R，もhe　fresh　po鼓e難was　apPliedも◎撫e　stigraa鎌rf＆c磁of　e搬asc鞭1aもed

flower　bud　of　the　sarRe　cultivar　2，　4　and　6　days　before　a／nthesis　and　just　before　anthesis．

The　age　of　flower　buds　used　as　pistilate　parents　was　determined　as　follows：　Two

same－sized　flower　buds　in　a　flower　cluster　were　chosen　and　one　of　the　two　flower　buds

was嚢sed　for　po1㎞aもio繋。　The◎ther◎鍛e　was　uSed．も。　deterra．鴛．犯the綴m¢fro獄嵐e　b雛d

stage　to恥wering．　For　de靭ed　po磁natioR，　the伽聡r　b慮＄」職befOre　an嵐es呈s　were

emasculated　and　irnrnediately　bagged　vvith　paraffm　vLrax　paper　to　prevent　outcross．　The

bagged　fiovxiers　were　self－pollinated　with　fresh　polleik　of　the　same　eultivar　2，　4，　6　and　8

days　afζer　the　emasc嚢1aもio盤．豆喪b◎撫b建d　pO㎞a慧◎難s　a盤（i　d¢ぬy磁pO1㎞aもio難S，0鼓e　orもwO

費◎wers◎n　each　beari鍛g　sh◎ot　were竣se（i　fbr　po磁漁a雛OR撒d㎞臓モ¢d職dy　c◎verαi　agai鍛

with　paraffin　wax　paper　bags　to　prevent　outcross．　After　the　seif－poMna’tions，　all　remain－

ing　untreated　flowers　were　removed　to　prevent　（ibscission　of　the　seif一・一po］lmated　flowers．

Three　tO　teR　Selji－P◎1㎞aもed　gy爽OeCia　were　COIIeCもed翌蝕dOm．．王y．罫Or餓Ch　Cωtiv農r　an霞Or

each　c◎慧ecもingも㎞e．至n‘Banpely嚢’a難d‘Tos畿Bミ．蹴aガ，嶽ve　f1（）wer　b誠ds＄elif－p◎鐵資就ed　6

days　before　anthesis　were　bagged　and　allow　to　grow　up　to　their　mature　stages　for　the

exammation　of　seed　number　in　the　mature　fruits．
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Seif一　and　cross－pollinations

　　　Fresh　pollen　grains　were　applied　to　the　stigrna　surface　of　emasculated　fiewer　buds　at

a　balloon　stage　or　one　day　before　anthesis　for　both　seif一　and　cross－pollinations．　One　or

two　flowers　on　each　bearing　shoot　were　pollinated　and　immediately　bagged　as　mentioned

above．　The　pollinated　flowers　were　randomly　collected　1，　2，　4，　6　and　8　days　after

pe．lliRatio＃．　A　miRiraum　of　six　gyRoecia　were　co｝｝ected　for　eaeh　cu｝tivar　and　each

collection　time．

Pollen　tube　observation
　　　All　of　the　coNected　samples　were　iinmediately　fixed　in　a　solution　of　acetic　acid　alcohol

（1：3　VfV）　for　1　day，　artd　then　stored　in　700／o　ethaBol　at　4　eC　until　use．　The　sampie　was　cut

into　five　sections，　i．e．，　stigma，　upper　sty｝e，　middle　style，　lewer　sty｝e　and　ovary．　These

sectioRs　were　softeRed　and　cleaRed　with　O．8　N　sodium　hydroxide　fcr　raore　thaR　24　hours

at　reera　temperature，　thelt　rixsed　iR　di＄tilled　water，　staiRed　with　e．le／e　ai｝iline　blue

odssolved　in　O．lM　tribasie　potassium　phosphate　（INt［artin，　1959）　for　18－24hours　at　room

temperature．　The　softened　samples　were　placed　on　glass　slides　and　the　cuticle　or　epider－

mis　emitting　strong　fluorescence　under　a　fluorescence　microscope　was　removed　from　the

samples．　The　saraples　were　theR　slight｝y　pressed　under　a　cover　glass．　PolleR　tubes　in　the

pressed　samples　were　ob＄erved　using　the　epMllorescexce　micrescope　at　wave　lekgth　ef

450－5eO　nm．　’1］he　Rwrtber　of　pelleR　tubes　was　cowwted　and　reccrded　for　each　sectioB．　IR

additieft，　pelleR　tubes　shQwirig　abnerraal　behavier　a　nd　morphology　were　observed　aRd

photographed　on　the　epifluorescense　microscope　equipped　with　camera．

RESULTS
PO慧e盤t曲e　groWtk　in　＄eif一　agd　crOSS－PO皿inati臓S

　　　IR　1997，　polleR　tubes　did　iiot　exist　beyoRd　stigmas　by　eRe　day　after　pellirtation　in　all

self－pollinations　and　eross　pellinatiens　except　for　‘Banpeiyu’×‘￥uge－hyokan’　and

‘Hassaku’×‘Yuge－hyokan’　in　which　pollen　tubes　penetrated　the　upper　one－third　portion

of　the　styles　（Table　1）．　ln　seif－pollirtation　of　‘Hassaku’，　al｝　the　pollen　tubes　could　not　grow

beyond　the　stigma．　ln　seif－pollmation　of　‘Yuge－hyokan’，　a　few　pollen　tubes　reached　upper

one－third　portioR　of　the　sty｝e　2　days　after　pollination　but　could　ltot　grow　beyond　the

portioR　by　day　8．　IR　seif－polmatioRs　of　‘Banpeiyti’　axxd　‘Tosa　BimtaR’，　aboiit　l　er20　axd

1－iO　polleft　tubes　penetrated　the　middle　pertien　of　styles　by　8　days　after　polliRation

respectively，　while　in　self－pollination　of　‘Shishiyuzu’　a　few　pollen　tubes　penetrated　the

lower　style　by　day　6　and　8．

　　　Cross　incompatibtwty　was　not　found　in　all　of　19　eross　combinations　exammed　in　1997

（Tabe　1）　aRd　IO　cress　corrtbinatioRs　in　1999　（Table　2）．　IR　the　19　crosses，　corapatible

polleR　tubes　peRetrated　into　the　evaries　by　4，　6　or　8　days　after　pclliRatioR．　Araekg　the

pelleR　tubes　cf　five　cnitivars，　those　of　‘Yuge－hyokaR’　shcwed　the　fastest　grewth　rate　alld

reacked　‘BaRpeiy｛i’　and　‘Hassaku’　ovai　ies　by　day　4．　ln　8　days　after　polljnation，　the　number

of　compatible　pollen　tubes　penetrating　into　the　ovaries　increased　greatly　in　a｝1　eross

pollinations．

　　　To　reconfirm　these　results　obtained　in　1997，　additional　ten　cross　pollinations　and

麟e接幽i－re　carried　ou伽999．丁磁1ts　were　s－ize紬ble　2．
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Table　1． GroWth　of　pollen　tubes　in　the　styles　of　five　se脆魚compatible　cUltivars　in　se雌一撒d　cross－poレ

1inations　（1997）．

Cr（1，〉＄s Siもe　o£pollen加b¢乞ip　i飛the脚麟！漁dicaも¢d　days　afもer　p◎1㎞at重on（Na）

1 2 4 6 8

PreseRce　of

PO銭en　t1L三b磁S

with

abnormal

morphology

lRS麺9搬＆

Banpeiyu　×

H’a＄saku　stigma　stigma
Shishiyuzu　stigma　stigma
ri”o＄a　Bimtan　stigrua　i．ipper　style（A）

Y㎎e－kyoka四三ひer　sもyle（B）癩δdle　s砂1eω）

｝・la＄saku　×

Banpeiyu　stigma　upper　style（A）
Shishiyuzu　stigrna　upper　style（A）
「rosa　Bunもan　＄むi慕m段　　　　即per　style（A）

　Y蒐嬉《〉一｝蓬￥◎ka鷺男茎）茎）er　sもy肇e（A）midd茎e　sもy王e（沿）

Shishiyuzu　×

　Banpeiyu　stigma　upper　style（B）
Hassaku　stigrna　upper　style（B）
Tosa　Buntan　stigrna　upper　style（A）

T㈱哉8膿もa蘇×

Banpe呈yu　sn㎏ma　　．蔓．脚er　sty蓋e（B）

Hassaku　stigma　upper　style（A）
Shishiyuzu　　stigma　upper　style（A）

Yuge－hyokan　sngma　upper　style（A）
Yttge－hyokaR　×

磁ゆe童yu　S窒越m駄　　．ttpper　sty玉e（A）

Hassaku　stigma　upper　style（A）
Shi＄hiyuzu　stigrna　upper　style（B）
”Vosa　Buntan　stigma　upper　style（A）
Se三鋤。董㎞atめ獄

三3a脚e呈yu　＄纏欝a　　気脚er　st・y至e（A）

Ha＄saku　stigma　stigma
Shishiyuzu　　stigna　stugma
Tosa　Buntan　stigma　upper　style（A）

Y㎎曲yokan　s噂Ra　　囎per　style（A）

rniddle　style　（A）

upper　style　（B）

lower　sty｝e　（C）

Dvary　（C）

lower　style　（A）

middle　style　（A）

middle　style　（A）

ova13・’　（D）

lower　style　（C）

middle　style　（C）

｝ower　style　（A）

｝ower　style　（V）

middle　style　（B）

middle　style　（A）

lower　style　（B）

lov“’er　style　（C）

lower　style　（B）

lower　style　（C）

lower　style　（C）

lower　style　（B）

ovary　（A）

ovary　（．Xl　）

evary　（1））

ovary　（A）

lower　style　（C）

lower　＄tyle　（C）

gvary　（D）

ovary　（D）

ovary　（C）

ovary　（C）

ovary　（D）

ovary　（A）

ovary　（C）

ovary　（D）

ova敬（C）

ovary　（C）

ovary　（Dl

ovary　（D）

ovary　（D）

ovary　（D）

ovary　（1，1　）

ovary　（，”）

ovary　（D）

ovary　（D）

ovary　（D）

ovarv．　（V）

ovary　（D）

ovary　（D）

ovary　（［））

ovary　（D）

ovary　（D）

ovary　（D）

ovary　（P）

ovary　（”）

ovary　（D）

ovary　（D）

ovary　（D）

yes

yes

yes

yes

yes

yes

yes

yes

yes

yes

yes

麟dd茎e　sも脚（B）癒dd韮e＄tyle（B）麗dd癒s雛e（B）yes

stigma　stigma　stigma　yeff
midclle　styleh（A）　lower　style（A）　lower　style（A）　yes

middle　style　（A）　middle　style　（A）　middle　style　（A）　yes

雛pper　sty三e（A）upper　sむy夏e（A）upper＄七y王e（A）yes

”　Nwmber　of　pollen　tubes　ob＄erved：　1－IO　（A）；　l　l－2e　（B）；　21・一一5e　（C）　and　more　than　51　（V）．

In　self－pollii｝atieRs　of　the　．five　se｝f－iRcorapatible　eultivars，　the　si，tuation　of　pellen　tube

arrest　was　almost　similar　to　that　observed　in　1997，　but　the　time　required　for　the　pen－

etration　of　pollen　tubes　into　the　ovary　delayed　for　two　days　in　‘Hassaku’×‘Yuge－hyokan’

a猟i童ts　reciproca玉cross　a嚢d　four　days　i戦‘Ba簸pe韮y更孟’×‘Y幾9e－hyokan’．　！嚢se｝f一’polliRatioRs

of　three　self－eorapatib｝e　cultivars，　the　poben　tubes　peitetrated　inte　the　eva，ries　by　day　4

for‘Serr血lole’and‘K：abosu’and　by　day　6　for‘Zadaidaゴ．　In　the　ten　crossα）lnbinations，

pollen　tubes　were　found　in　the　ovaries　by　day　4，　6，　or　8．　When　‘1－lassaku’　was　pollinated
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Table　2． Grow’th　o，　f　pollen　tubes　in　the　s　tyles　of　five　self－incorrrtpatib，　le　and　three　self－compatible

cu正tivar＄魚＄e匹and　cross－poUjnatiQ鷺s（1999）．

（”ireSS Site（）f　p◎1｝eRもubeも圭P魚the　P量＄穏玉里n　in（ま玉cated　days　after工）（）iXXIIat孟◎n（Nつ

1 2 4 6 8

Presence　ef

po難奪r医蓑慧xきs

Wtt．熱

abぎ董。賞戦a主

斑（）r茎）難。め菖y

ln　st王£ma

BaRpeiyu　×

　Hassaku　st・igr“a　st，igrna
Yuge－h，v．rokan　stigma　upper　st，yie（A）

　Zadaidai　st・igma　ul）per　style（C）
Hassaku　×

Banpeiyu　stigraa　upper　style（A）
Kabosu　upper　style（A）lovver　style（B）
，Seminole　upper　style（A）｝ower　st，．yle（C，）

Yuge一｝芝y◎kan　st重講　ma　　　　　　　upper　sty韮e（A．）

Yugfe－liyokaR　×

B＆難茎）e量y縫　　　sも㎏撮畿　　　　　　　＃1）茎）er　sty圭｛｝（A）

　｝｛ass轟k慧　　　　　s慧菖買織　　　　　　　　ミ11）茎）er　sもyk∋（A）

Zadai（圭a圭　stigl”rla　　　ゆper　st脚（C）

Self－pollinat，ion

Banpeiyu　stigTi’ia，　upper　style（A），

Hassaku　stigma　stigma
　Shishiyuzu　　　stigrna　upper　style（Al

Tosa　Bunt，an　sti＆Sma　stigma

Yuge－hyokan　stigrna　stigma
　Kabosu　stigrna　upper　style（B）
Sem旗。玉e

Z＆da玉da室　st．19獄a　　　し…pper　st蜘（B）

upper　st￥．　Ie（A）　lowerstyle（A）

middle　style　（A）　lower　＄ty｝e　（B）

lower　style（C）　ovary（X））

rniddle　style　（A）　ovary　（Al

o．vary（B）　ovary（1））

ovairy（C）　ovary（D）
micidle　style　（B）　ovary　（A）

1．〈：）聡rsもy至e（C）◎vary（D）

蓋顯（i（灘es転メe（．ix）　｝ower　sもぎ麺（至3）

1脚er　st脚（B）ova監y（C）

ovary　（C）

ovalTy　（C）

ovary　（D）

ovary　（D）

ovary　（D）

ovary　（D）

ovary　（D）

ovary　（D）

gvary　（C）

ovary　（D）

yes

yes

ye＄

ye＄

rr’tiddle　style　（B）　middie　style　（B）　middle　style　（A）　：　es

st，igma　stigma　stigma　yes
xuiddle　style（A）lower　style（A）　lower　style（A）　yes

upper　style　（A）

upper　style　（A）

ova1ぎ（A）

uppc．r　st・yle　（A）　middle　g，　tyle　（B）　ovary　（B）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1（）wer　sもy韮e（B）

middle　style　（A）　middle　style　（A）　yes

upper　st’yle　（A）

ovary　（D）

ovary　（D）

ov歌ry（B）

upper　style（A）　y’c／．g．

ovary（D）　一
〇vary（D）　ye，　s

evary（D）　ycts＄

”　Nggibei’　of　poitey’｛　tabes　ubserved：　1－IO　（A）；　l　l－2e　（B）；　21－5C　（C）　agd　foo．　re　thafi　51　（D）．

With‘Se盃nole’at｝（iもKabosu’，　the　po蕪e汽£疑bes　penetr就ed　i，｝ltoもh¢ovaries　by　day　4三蕪もhe

bot，h　crosses　as　obg．　ei’ved　in　self－polknat－ions　of　the　two　eultivar＄．　The　pollen　tubes　of　the

two　cult，ivars　showed　the　highest　growth　rat；e　in　this　study．

　　　　Not，　only　slow’　growth　rates　and　arreg．　t　of　pollen　tubes　but　also　quite　abnorryial

behaviors　of　pollen　tubes　were　observeel　in　incompatible　style．s．　ln　compatible　styles，

pollen　tubes　with　t，lr｛iri　wall　grew　stra．igh，t．1：　without　t，wisting　amd　swe｝iing　and　fo．rmed

regular－sized　e．al｝ose　piugs　at　regular　inte／rvals　（Fig．　1）．　ln　the　incompatible　styles，　how－

ever，　the　pollen　tubes　often　twtsted　（Fig　2）　aRd　deposition　of　ca｝lose　in　the　pollen　tubes

was　q｛iite　irregular　（Fig．　3－！l）．　’］］he　keavy，　depositiori　of　callo＄e．　（Fig．　5－7）　aRd　serial　for－

ax主aもi◎n◎f　irreg難玉ar　ca簸◎se　p至嚢gs（Fig．3，ξ5　gxd　9）響ere　als◎ob＄erved　i嚢po難e難tube穏P

andもube　colseζO　the　t，ip．　The　oもher　abn（）r賀識圭behaviors　of三繋。◎mpaもib圭e　po至韮eR　t穰bes

were　strong　flluores，　cence　frora　the　po｝llen　tube　vsTith　a　very　sllow　growth　rate　（Fig．　，K），

spiral　form　of　swelled　pollen　tube　tip　w’ith　protrude　wall　（IFig．　8），　formation　o．　f　bal一一

Ioon－shaped　po，ll．e，n，　tube　Fig．　4），　various　degree　of　branching　of　pollen　tube　（Fig．　3，　4　and
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3
Fig．　1－4．　Pollen　tube　behaviors　in　the　pistils．　Fig．　1．　Pollen　tubes　in　the　lower　portion　of　style　of

　　　　　　　　‘Zadaidai’　8　days　after　self－pollination．　Note　the　formation　of　a　normal　callose　plug

　　　　　　　　emitting　strong　fluorescence　and　normal　straight　form　of　pollen　tubes．　×150．　Fig．　2．

　　　　　　　　Spiral－shaped　pollen　tubes　observed　in　the　upper　portion　of　style　of　‘Banpeiyu’　4　days

　　　　　　　　after　self－pollination．　×150．　Fig．　3．　Branching　（arrow）　and　serial　heavy　deposition　of

　　　　　　　　calose　i：rl　a　pollen　tube　observed　i皿the　upper　potion　of　style　of‘Tosa　Buntan’8days　after

　　　　　　　　self－pollination．　×300．　Fig．　4．　Pollen　tube　with　brancltmg　（arrow）　and　balloon－shaped

　　　　　　　　parts　（arrow　heads）　observed　in　the　upper　portion　of　style　of　‘Shishiyuzu’　8　days　after

　　　　　　　　self－pollination．　×300．

7），　and　irregular　swelling　and　heavy　deposition　of　eallose　in　spiral　pollen　tube　tip　（Fig．　6）．

　　　Some　of　these　abnormal　behaviors　of　pollen　tubes　were　observed　not　only　in

incompatible　stigmas　and　styles　but　aiso　in　compatible　stigmas　and　styies　（Table　1　and　2）．

However　the　abnormal　shapes　of　pollen　tubes　s　een　in　Fig．　5－9　and　11　were　difficult　to　find

in　these　compatible　styles　probably　because　of　the　presence　of　many　normal　polleR　tubes．
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Fig．　5－12．　Pollen　tube　behaviors　in　the　pistil　Fig　5　A　serial　formation　of　callose　plugs　（arrow）　m

　　　　　　　　　　the　pollen　tube　wall　and　heavy　callose　deposMon　m　pollen　tube　tip　m　the　upper　style　of

　　　　　　　　　　‘Yuge－hyokan’　4　days　after　seif－pollmation　（×150）．　Fig．　6．　A　swelled　and　spiral　pollen

　　　　　　　　　　tube　with　heavy　deposition　of　eallose　on　the　tip　m　the　upper　style　of　‘Banpeiyu’　8　days

　　　　　　　　　　after　self－pollirtation　（×150）．　Fig　7　Branching　Carrow）　of　a　pollen　tube　and　swellmg　and

　　　　　　　　　　heavy　callose　deposition　in　the　tube　tip　observed　m　upper　style　of　Nagashima　No．　12　8

　　　　　　　　　　days　after　self－pollination　（×300）　Fig．　8．　A　zigzag－shaped　pollen　tube　with　wall

　　　　　　　　　　protrusion　in　the　upper　style　of　‘Tosa　Buntan’　6　days　after　self－pollination．　Note　also

　　　　　　　　　　irregular　deposition　of　callose　m　the　tube　wall　（×　300）．　Fig．　9．　Pollen　tube　with　irregular

　　　　　　　　　　deposition　of　the　callose　at　the　pollen　tube　wall　in　the　upper　style　of　‘Shishiyuzu’　6　days

　　　　　　　　　　after　self－pollination　（×150）．　Fig　10．　An　abnormal　pollen　tube　of　CZadaidai’　growing　in

　　　　　　　　　　the　upper　style　of‘Zadaidai’4days　after　self－po皿ination，　showing　a　very　slow　growth

　　　　　　　　　　rate，　twisted　shape　and　heavy　callose　deposition　at　the　tube　tip　（×150）．　Fig．　11．　An

　　　　　　　　　　abnormal　pollen　tube　obseived　in　the　upper　style　of　‘Shishiyuzu’　6　days　after

　　　　　　　　　　seif－pollination．　Note　the　swelling　and　irregular　small　protmision　of　the　tube　wa11　（×

　　　　　　　　　　300）。Fig。12．　Normal　po皿en　tubes　of‘Banpeiyu’self」po皿inated　6　days　bef6re　anthesis

　　　　　　　　　　and　observed　8　days　after　pollination，　showirtg　nonmal　morphology　and　growth　（×　150）．
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In　sel　f………一pe｝，｝iRaticRs　of　t，wo　se．｝f－eompatible　cultivar＄　‘Zadaidai’　aRd　‘Seitrtiiwk・S，　pollell　tubes

with　abnormal　morphology　were　observed　in　the　stigmag．　and　rarely　in　the　upper　styles

together　with　those　with　’ltor／ma｝　morphology，　whe’reas　in　the　rrtiddle　and　lower　styles

P◎恥数．煎bes　wiもh　n◎rma1』搬（）yPhol◎gy　were　exc1ミ薫＄三v磁y　observed．　The　sam¢s玉野就ioR　wa．s

observed　also　in　many　cros＄　pollinations．　However，　when　‘Hassaku’，　‘Kabosu’　and

‘Se膿ま纂。玉ざ脚ere嚢sed　as　p三sも簸就e（）r　p◎慧e蓑pa，rents，猟）ab簑◎rma｝behavめ罫＄（）f茎）◎圭1e嚢も繋bes

were　detected　in　stigmas　an（／／i　styles．

Pellen　tube　grewth　iR　bud　pelliftation

　　　Re．sults　ef　bud　po｝linations　and　de｝ayed　peliiriatioRs　IR　six　self－incoer｛｝patible　CitTzes

cultivars　were　summarized　at　Table　3．　ln，the　，flewers　self－pollinated　at　anthesis　and

observed　8　days　after　polll．natieR，　the　Rurnber　of　x＞ol］，ert　tubes　was　greatestiR　the　stigrrta

and　decreased　dramatie．ally　in　the　upper　style．　Yollen　tubes　did　mot　ex，．ist　beyond　the

lower　sty｝ses　for　Nagashima　No．　12　and　‘Shishiynzu，’，　the　middle　styles　for　‘Banpeiyu’，　Ipoh

N◎、薫顯d‘T（）sa　B“Rもaゴ，　a難d漁e嚢PPer　sもyle　f◎ピY1犠9¢一hy◎kaざ．1鍛もh愈＄¢㈱ses，1essもha貧

three　p，　ollen　tubes　penetrated　the　lower　portion　of　styles　in　‘Shishiyuzu’　and　Nagashima

No．　12，　while　about　eight　and　four　pollen　tubes　penetrated　the　middle　portion　of　the

sもy沁＄（）f‘Tosa　BuntaR’a灘（i‘｝3a難peiyu’respecもively．0翌．i　the　oもher　ha繋d，　ab（）就teR　p◎丑en

tubes．　penetrated　the　middle　style　of　lpoh　No．　i　and　the　upper　sty｝e　of　‘Yuge－hyokaR’

which　showed　the　highest　ciegree　of　inhibition　of　pollen　tube　grovtth．

　　　h爲he　flowers　se玉f－p磁．i繋滋ed　2（iays　befoye隷撫esis，　resglもs◎f　pO簸繰綴be　gr◎厩h

were　almost　the　same　as　those　of　pollen　tube　growth　in　the　fiowers　＄elf－pollinated　at

anthesis．　ln　the　fiowers　seif－pel｝inated　4　day＄　before　anthesis，　pollen　tubes　penetrated

iRto　the　ov3ries　gf　‘Tesa　Buntari’，　‘Banpeiy“’，　lpoh，　No．　1　arid　Nagasima　No．　12，　wherea＄

poll，en　tubes　of　‘Shishiyuzu’　and　‘Yuge－hyokan’　were　unable　to　grow　beyond　the　lower

styles。　In　the　flowers　setf－pol血、ated　6　days　befor¢anthesis，　more　than　50　poUen　tubes

penetraeed　iRto　the　evarieg．　of　‘BaRpeiyu’，　lpeh　No．　i，　Nagashima　Ne．　12　aRd　‘Tgsa

Buntarf，　and　about　ten　polien　tubes　penetrated　into　the　ovaries　of　‘S．　’hishiyuzu’　and

‘Yag．　e－hyokaR’．　The　meaB　ma，mber　of　po｝leR　tube＄　penetratiRg　the　styles　and　ovaries　vv’as

Table　3．　Et’fect　of　the　age　of　’y）isti，1　eR　the　growth　of　palle／n　tubes　in　self－incompat，ibie　Cit7”zts　eultivars

　　　　　　　ay＞d　aceessicRs　8　days　afte｝’　seif－pe｝XRatloR．

Cωむivar　a貸d

a朧ssi戯醤。．一§

Part　penetrated　b．v　pollen　tubes　in　the　pistil　se｝f…一poLlinated　iii　inclicated　days　after　anthes．　is　（N　a）

一違 陰 e 十2 ÷4 ・二 十8

Btmpei：　ni

lpo暴勘，1

Nagashi，f｛ka

No．　12

Shishiy．　1，lzu

ovaiy．　（D）　ovary　（A）

ovary　（［｝）　ova｝y　（B）

ovary　（b）　ovary　（C）

inicidle　style（A）　rnidd］e　st．vle（A），　m，iddle　style（B）

！．戦羅磁e　style（B）癒d磁e　s雛㈹懸濃伽S醜（B）

獄id（灘es宅y至e（A）　玉。響ersもy至e（A）　灘玉｛藍d圭es毛y至e（B）

ovary（A）　lower　style（A）　lower　style（A）　lower　style（A）　lower　style（A）

T◎sa　B蹴a難。v段！y（D）ovary（A）

Y㎏e瞥董Ψ（＞ka難◎vary（B）　韮。響er　s宅yまe（A）　輝）峯）｛きr　sもy茎e（A）

餓1（搬沁Sgyle（A）　mld（難e　s乞yle（A）　rr．双三（戴忌style（A）

護欝｝er　sもyle（A）　篭茎）玉）er　St．y｝e（A）

lower　st蜘（A）贈

灘ld磁es㈱㈹駕

魏d曲s磯㈹罵

ρ
㎞
C
C

n
嚢
難

lower　style（A）　lower　st．yle（B）　nc

めwer　sもyle（A）歪．．IC　　　難C

癒繭es磯（A）一　　　　難c

a　Nunibe．r　of　pollen　tubeg．：　1－10　（A），　1！・・一20　（B），　21一；”’）O　（C）　anci　more　thati　51　（D）．　ts　nc：　pollen　tubes　were　not　obserxTed　clear！y．
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Table　4．　Comparison　of　the　pollen　tube　growth　between　the　pistilsself－pollinated　6　days　before　anthesis

　　　　　　　aRd　those　seif－poknated　at　anthesis　in　six　seif－incompatible　Citras　cultivars　and　accessions　8

　　　　　　　days　a蝕罫seま圭L渕㎞濾0嚢（19991）

N疑mber　of　po盤en綴bes　iR魚（滋。就ed　po＄童も玉。魏◎f雛奪ρis眺s醗一po碧㎞ated

Cu瓢var
and

accession　No一　upper

　　　　　　　　　　　　style

S童xdays　be罫◎re撮｝撫es重s Aもan雛esis

Middle
style

Lower
style

Ovary Upper
style

Middle
style

Lower
style

Ovary

Banpeiy臓
lpgh　No．li

Nagashivaa

　Ne．　12

S婚sh重y雛撫

Tosa　Buntnn

Yuge－hyokan

＞250
＞2er　e

＞2ee

　97．5

＞200
　60．5

＞200

＞2ee

＞150

　23．5

＞200
　31．（）

＞200

＞200

＞15e

　12．3

＞100
　19．e5

＞15e

＞lOO

＞leg

　　6．0

＞50
　12．“r

89．0

36．1

67．7

22．g

150．0

　9．3

3．7

11　i．3

7．3

◎
3
3
0
0
0

　
　
漁

◎
◎
ウ
醒

◎

0
《
V
◎

バ
リ
0
0

1isted　in　Table　4．　These　polleR　tubas　showed　aimost　normal　gro，　wth　and　morphelogy　in

the　stigmas，　styles，　and　ovaries　（Fig．　12）．　ln　bud　pollinations　made　6　days　before

aRthesis，　109　3R〈／1　69　perfect　seeds　weye　derived　from．　twc　fruits　of　‘Banpeiyi3’　aRd　twe

fruits　of　‘Tosa　Buntan’　respectively．

Pol嚢en　t麺be　growth　in　de叢ayed　po㎜皿atio鍛

　　　In　the　flowers　self－pollinated　2　days　after　anthesis，　growth　of　pollen　tubes　was　similar

as　that　in　the　flowers　se｝f一・一・pollmato．d　at　anthesis．　ln　the　fiowers　self－pollinated　4　days

after　anthesis，　pollen　tubes　of　‘Banpeiyu’，　‘Shishiyuzu’　and　‘Tosa　Buntan’　did　not　grow

beygRd　the　lgwey　styles．　A　sm3R　differeRee　of　pelien　tube　grcwth　betweeR　the　fiower＄

seif－p◎撮繋aもed　2　days　afもer　a塗thesis　andもhO＄e　self・一po磁貧就ed　4　days　afもer　an嶽esis　were

f◎穫蓑di識もBa鍛peiyぜ，　Tosa　B疑nもan’，遊猟i‘Ygge－hy◎kaR’．搬‘Tosa　B滋養tan’a漁d‘Ba嚢p愈iyぜ

Seif－poHinated　4　days　after　anthesis，　the　pollen　tubes　reached　the　lower　styles，　vvhile　in

‘Yuge－hyokan’　sE，〉．lf－pollinated　4　days　after　anthesis　po｝len　tubes　reached　the　middle

pertion　of　styles．　ln　the　flowers　self－pollinated　6　days　after　anthesis，　5．3　pollen　tubes

were　ebserved　in　the　｝ower　style　of　‘Shishiymzu’．　ln　the　fiowers　self－pollinated　6　and　8

days　after　aRthesis，　hewever，　the　i］ritewsity　of　fiuoreseence　emitting　frem　the　pollen　tubes

was　extreme｝y　low．　HeRce，　the　data　could　“ot　obtained　in　all　cultivars　and　accessioRs

except　for　‘Shishiyuzu’　seif－polliRated　6　days　after　aRthesis　（Table　3）．

DISCIJSSION

Degree　of　pollen　tube　arrest　in　seif－incompatible　citrus

　　　The　pollen　barrier　usually　eperates　on　or　jus，1；　below　the　stigma　in　species

characterized　by　a　dry　stigma　and　within　the　style　or，　more　rarely，　the　ovary　in　species

With　a　WeもSもig聡（NettariC◎麟，1997）JRα鰍5嘘h　a　WeもSもまgma◎r　a　ga搬eゆhytiC

se建一勧。（）mpaもib溢ty　sysもem（Soosも，1965　and薫969），も難e　pr◎cess◎f　po｝｝enもube　r《辱¢ct三〇R

appears　to　be　simiiar　in　raost　seif－incompatible　species　with　wet　stigrua，　i．e．，　it　occurs　in

the　sty／e　at　various　distance　from　the　stigma．　As　suggQ．．sted　by　many　workers　in　various
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species　（e．g．，　Brewbaker，　1．957；　Nettancourt，　i　977　and　1997），　the　capacity　of　Citrzes

fiower　t◎爾ect蚕。◎搬paもib沁p◎Henも粟烹．bes　aもa欝y　place　o煎he　pis搬was◎伽n蟄。◎聯1ete

and　supplernented　by　a　sequence　of　barrier　from　stigma　to　style．

　　　In　the　self－po1撫｝就e（i‘Hassak慧，，もhe　sも19】瞼撚isもhe　sl総（）f　p◎艶飛台be　a】縦est，　s泌．ce　no

pollen　tubes　penetrated　the　upper　style　beyond　the　stigma．　Yamashita　（19．　80）　reported

もhaも沁もhe　same　p（）撫就i◎盤a1）（澱tもe簸峯）oRe舜tubes　pe難etraむedもh¢upPer　sもyle　a嚢（i　thaもa

few　pollen　tubes　rarely　penetrated　the　middle　style　5　to　9　days　after　pollination．

Hewever，　h童S　res嘘d◎eS　ROf，　Regate　O撚C◎RCI慧S沁臨h滋もhe　Stigre．a　isもhe　S三もe　Of　pO難e貧

tube　arrest，　since　almost　all　pollen　tubes　were　arrested　also　withi　t），　the　stigrna　in　his　study．

The　differeRce　betweeR　our　aRd　his　resu｝ts　may　be　due　to　the　factors　such　as　a

temperature　condition　and　number　of　po｝len　grains　on　the　stigma　which　is　known　to　affect

もh¢gmw撫Of　p◎慧e簑撫bes（Sedgley，ユ977；Ter－AvaResian，1978），◎r　may　be　si撮Ply　dミ濠e　t◎

the耐erence㎞n㎜ber　Qf　samples二eight　pistiユs　in　his　and　three　to　five　pist且s　in　our

stadies．　The　fact　’that　growth　rates　of　po｝leR　tubes　ix　some　of　th．e　cress一　aRd

se］f－pollinations　were　higher　in　1997　than　in　1999　（rl］able　1　and　2）　may　also　suggestthat

thのd澄er¢nces　ofもhe　gr◎w旗raもes溢撫e　sameρol㎞aもi◎ns　attribute　t◎もh¢（雌ere鷺ce◎f

environmental　conditions　in　the　two　years．　ln　self－pollinations，　however，　the　site　of

PO薮en撫be　arre就w換s　a㎞．（）sも溢variable懸theもw（）ye＆r＄漁a1圭ct就ivars（Tab玉e　l　a斑i　2）．

This　result　suggests　that　exQgenous　factors　aff¢ct血g　pollen　tube　growth　do　not　gr（｝atly

affeet　the　self－inccmpatib｝e　reaetioRs．

　　　Even　in　the　cultivars　that　incompatible　pollen　tubes　penetrated　the　styles，　the　stigmas

are　もhe　prirraary　site　もhat　pol玉e貧　も鞍bes　are　ぞejecもed　＄troRgly，＄i貧ce　in　sp韮te　ofもhe

observations　of　more　than　500　pollen　tubes　in　all　the　stignias　the　rriean　number　of　pollen

tubes　peketrating　the　upper　styles　was　15e　for　‘Tcsa　BuRtaR’，　72　for　‘BaRpeiym’，　68　fer

Nagashirna　No．　12，　53　for　‘Yuge－hyokan’，　37　for　lpoh　No．　1，　22　for　‘Shshiyuzu’　in　1999

（Tab｝e　4）．　The　difference　in　these　nu，rabers　ef　po｝leR　t’ubes　growiRg　beyend　the　stigraa

indicates　that　the　degree　of　self－incompatibil，ity　reaction　in　the　stigma　is　different　in

differeRも。ωtivars．　H◎wever，（む哉sもic鷲由。もi◎R　ofもhe　po簸en綴be　nuaibers雛もhe謡（i（涯e

and　lower　styles　（Table　4）　indicates　that　the　upper　and　middle　styles　show　high　degree　of

self一血。◎mpaもib茎e　re滅i◎垣鷲慧。嘘iva欝s．

　　　The　numbers　of　pollen　grains　plaeed　on　the　stigrnas　of　these　cultivars　may　be

differeRt　because　of　the　difference　in　the　size＄　of　the　stigmas，　and　pol｝en，　gerrainatioR

rates　on　thc｝　stigmas　may　be　different　to　some　extent　in　different　cultivars．　Hence，　it　is

difficult　to　estii￥iate　exact　degree　of　seif－inccrapatibility　from　the　preseRt　re＄ults　obtained

in　these　cultivars．　However，　quantitative　comparison　of　pollen　tube　numbers　in　eaeh　．part

of　the　self－peimated　pistRs　ot‘　the　six　cultivars　（Table　4）　and　‘Hassaku’　（Table　1　aRd　2）　at

hand　suggests　that　these　cultivars　a．re　highly　self－incompatible　plants　with　different

degree　of　seif－ineorapatibility　in　the　＄tigmas　aiid　styles，　i．e．，　‘Hassaku’　shows　the　highest

degree　of　seif－incompatibility　followed　by　‘Yuge－hyokan’，　‘Shishiyuzu’，　‘Banpeiyu’，　‘Tosa

Bu．RtaR’，　lpoh　No．　1　aRd　Nagasima　No．　12　（Tab｝e　5）．　This　estimatiox　ef　’t；he　degree　of

seLf－incompatibility　in　each　eultivar　is　well　correspond　with　the　result　of　bud　pollirtation

listed　in　Tab｝e　3，　4　and　5　and　the　result　of　bud　po｝lination　of　‘．Hassaku’　reported　by

Yamashita　（1980）　who　observed　a　few　（O．4　to　1．0　in　average）　pollen　tubes　in　the　lower

styユes　5も09days　after　self一ρo嚢撫就iα、。　Namely，撫e　higher　the（ie慕ree（）f　s¢酷蚕。◎】町）ati－

b蹴yin　a　given　plant，　the　lower　the　effect　of　b風pol琵nation　is．　Furthe㎜Ore，　this　also
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Table　5．　The　de’gree　of　factors　affecting　pollen　tube　growt，h　ir’t　three　self－compatible　and　seven

　　　　　　　＄elf－in¢ompatible　CitrLcs　cultivars　and　accessions　”，

Cultivar

and
accession　No．

of　collected

plants

　　　Degree　of

Self－incompatibility

Stigma Style

Degree　of　Effect　of　pistil　Effect　of　bud

growth　abMty　on　the　growth　pollination　on　the

of　pollen　of　compatible　growth　of　self－

tube　it，self　potlen　tubes　incompatible
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　pollen　tubes

Self－incompatib，　le．

　Banpeiyu
Hassaku
Ipoh　No．　1

Nagashirna　No．　12

　Shishiyuzu

Tosa　Buntan

Yuge－hyokan
Self－compatible

Kabosu
Seminole

　Zadaidai

＊＊

寧＊＊＊＊

＊＊＊

寧＊

傘＊＊

＊＊　＊，　＊

＊＊＊＊＊

＊＊＊＊＊b

＊＊

＊＊＊

＊＊＊＊

＊＊＊

＊＊＊＊＊

＊＊＊

＊

ne

ne
＊＊

＊＊

＊＊串

＊＊＊＊＊

＊＊寧＄零

＊＊＊＊

＊＊

＊＊

ne

ne
＊　＊a　＊

＊＊＊

＊＊＊＊

＊
＊
＊

＊＊＊

＊b

＊＊＊＊

＊＊＊＊＊

＊

＊＊＊

＊＊

“The　degree　of　eac．h　item　was　divided　into　five　categories：　very　high　’　＊　“　“　“；　high　＊　＊　＊　＊；　moderate

＊　＊・　＊；slightlyiow　＊　＊；low　＊；ne：　not，　exainined．　b　Base．　d　on　the　rmpox“t，　by　Yamashita　（1980）．

suggests　that　the　higher　the　degree　of　self－incompatibi，1．ity　of　the　plant　is，　the　longer　the

plant　have　the）　tffrn’i，　of　self－incompatibility　reaction　during．　the　aging　of　flowers．

Degree　of　the駆owth　abi血ty　of　compatible　pollen　tubes

　　　Comparisen　of　pollen　tube　growth　rates　between　cultivars　in　the　compatible　pistil　of　a

given　cultivar　makes　us　possible　to　estimate　the　difference　of　compatible　pollen　tube

growth　ability　in　tLhem．　From　the　result　of　various　reeiproea1　and　cross　pollinations　of　the

six　self－incoml／）at；ible　and　three　self－compatible　cultivars　（Table　1　and　2），　it　is　apparent

that　the　degree　of　compatible　pollen　tube　growth　abilit，y　i＄　di．fferent　in　different　cultivars，

i．e，，　the　groWth　ability　is　the　highest　iパSemjnole’，　foilowed　by‘Kabotsu’，‘Zadaidai”，

‘Yuge－hyokan’，　‘Banpeiyu’，　‘Tosa　Buntan’，　‘Shishiyuzu’，　and　the　lowest　in　‘Hassaku’　（Table

5）．　With　regard　to　the　pollen　tube　penetration　into　the　self一一incompatible　style，　no　clear

relationship　is　det（・）．（／）ted　between　the　degree．　of　self－incompatibhity　and　the　degree　of　the

pollen　tube　growth　ability．　However，　the　lowest　pollen　tube　growth　ability　and　the　highest

degree　of　self一一・一incompatibiljty　in　‘Hassaku’　are　seemed　te　result　in　complete　rejection　of

pollen　tube　pene．tration　into　the　incompatible　style．　lt　is　concluded　from　the　present

results　that　the　ponen　tube　growth　ability　itself　is　a　minor　faetor　affecting　the　penetration

of　self－incempat．ible　pollen　tubes　into　the　pistil．

Effect　of　pisti1　on　the　growth　rate　of　compatible　pollen　tubes

　　　Comparisor｝　ef　growth　rates　of　pollen　tubes　of　a　given　c’ultivar　in　the　compatible　pistils

of　various　cultivars　makes　us　possible　to　esttmate　the　degree　of　promotive　effect　of　the
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pistils　on　pollen　tube　growth．　From　tL’he　results　of　pollen　tube　growth　in　various　co／mpat－

ible　cross　po11血ation．s　and　self－poUinations（Table　l　and　2），　it　is　su＄gested　that　there　are

a　sma．U　difference　among　cultivars　as　to　the　effect　of　the　pistils　on　the　compatible　pollen

tube　growth．　The　effeet　of　the　pistil　is　esttmated　t，o　be　highest　in　‘Yuge－hyokan’　and　the

low　in　three　self－compatible　cultivars，　（Table　5）．　However，　the　effe（tt　o／f　the　pistlls　on　the

sel｛L茎簸（x）mpatib｝e　p◎｝．1．enも疑be　growもh　is鷺。もreco9磁z¢d．　This泌dicates　thaも勲もhe　l＞isti｝s

seぜL捻．毫（≧ompaもible　rea（WioR　is　greaも1y　h恵her　thaRもhe　ru．蕊riもi◎賢a玉e】蟹ecも（）f　the　pist蕪s．

Relation　between　abnornialities　of　pollen　tube＄　and　ineompatibility
　　　The　abnormalities　of　the　pollen　t，ubes　found　in　s，　elf一一一incompatibl，e　gy．　noecia　are　s／irnilar

to　those　reported　in　Citrus　（Kahn　and　DeMason，　1986）　and　Rhod，odendron　（Williams

and　Knox，　1982）．　Po｝len　tubes　with　abnormal　raorphology　were　a｝so　found　in　some　o／f　the

C◎即滋ib韮e　CrOSSeS．betWeeR　Self－ineOmPatible　cultiVarS　aRd　iR　self一．po通頁at三〇nS◎f漁ecWO

se玉f－c（）搬paもible　cu1も童vars‘Sem1灘。墨ざand‘Zada韮（lai’．　A　s㎞醒ar　res嚢駕has　beeR　rep◎rもed　by

Kahri　aRd　DeMasox　（1986）　iR　a　set’f－pe｝liRatioii　of　self－iRcorapa’tib．le　‘Or｝aRde’　altd　a

compatible　cross　beもw¢en　se接㎞com．patible℃rland．びand　self－incOTiipatible‘Dancy’being

a　pellen　parent　of　‘Orlando’．　They　reported　that　in　the　compatible　cross　many　‘Orla．ndo’

pollen　tubes　penetrated　‘Dancy’　ovules　but　significant　nuirtbers　of　tubes　were　arrested　in

the就igma，　and　they　collsidered　from　this　result　that‘Dancy’could　possibly　shares

incompatibility　alle｝es　with　‘Orlando’　tangelo．　We　also　consider　that　in　the　compatible

crosses，　between　se｝f一．Lncornpatible　eultivars　both　pa，／rents　have　a　com．mon　incompatibllity

allele，　Sl設ce蚕もhe　re（1〕ゆr◎cal　crosse＄abxxorraaljties　of　the　pogeR澱セ）¢S　were　also　d曾艶Cted

iR　tke．　stigma　aRd　upper　style　（Ta’b｝e　5）．　OR　the　ether　haRd，　‘S，　emiRe｝e’　must　have

inherited　at　least　one　，incompatible　ade｝e　from　its　pollen　pareRt　‘II）ancy’　if　the　self－ineom－

patib．　llity　is　coRtrollecl　by　more　than　orie　gene，　since　＄eif－coiTtpatible　‘Seininole’　is　a　hybrid

between　self－incompatible　‘Dancy’　and　self－semieompatible　grape．fruit　（Soost，　1969）．

Sour　orange　（C．　cr，“wxantizccrzb）　is　considered　to　be　a　hybrid　with　self－incompatible

pumra¢1（）in　its　pedigree．　】日［ence，‘Zadaidai’may　have　inherite（i　aも：1《きast　one　se｝f一一1．nc◎m－

paもib沁allele．　Rece繋即，　based　o益撫e　geReもic　aRalys重s　of　gluもamaもe◎xa圭oaceもaもe三四s隷m－

ii｝ase　（GOT）　lsgzyme　geRes　llnkiftg　te　self－iRcorapatible　genes，　Ngo　eg　at．　（1997）　have

bee捻reporもedもhaも‘Za（藁aidai’is　a　s¢m烹。◎獄pa翻e（S陰S£）c疑圭tivars　aRd　thaももBa簑P磁yt夏讐，

‘Shishi’yuzu’，　‘Tosa　Buntan’　and　‘Yuge－hyokan’　have　one　or　two　corm’non　aileles　controlling

self－ineompatibility．　These　may　be　the　reasons　for　t．he　occurrence　of　pollen　tubes　with

abnormal　morpholog：　in　the　stigma＄　and　rarely　in　t）he　styles　in　the　two　compatible

self－pollinations　and　some　of　the　cross　pollinations　between　self－ineompatible　cultivars．

Pollen　tube　growth隻餓bud　po皿i蹴ation

　　　E£fect　of　bud　po｝linatiox　oR　the　prodgctigR　ef　seeds　frcgi　incempatib｝e　cresses　aRd

seif－pollinations　ef　seif－incompatib｝e　plant＄　have　been　reported　by　x“any　werkers　（e．g．，

Lewts，　11951；　PaRdey，　．3．959；　Shivana　and　Rangaswamy，　k　969）．　This　xrtet・hod　is　now　routime

for　establishing　t，he　required　inbred　lklte　throug｝i　se．lf－fertilized　seerl　production　in　many

species　（e．g．，　Nettancourt，　1977；　Shivana，　1969）．

　　　In　Citrus，　howevcp．r，　detailed　works　related　to　bud　pollination　were　not　performed

probably　because　of　the　importance　ef　hybrid　breeding．　A　few　work＄　have　beeR　made　by

Soos£　（1964）　who　reperted　that　many　self－fertllized　seeds　were　obta，iRed　frm“　bud
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pollination　rnade　3－5　days　prior　to　anthesis　in　‘Kaopan’　（C．　．qra・’）zdis），　while　Yamashita

（198Q　reported　that　in　‘Hassaku’　four　self－fertilized　seeds　were　obtained　per　fruit　from

one　time　of　and　repeated　self－polhnation　of　］’mrnature　fiower　b，　uds．　These　results　support

our　conclusion　that　iR　seif－pollinations　of　s／ix　self－incompatible　Citms　cultivar＄　arrest　of

p◎玉至e汽鯨be　grow撫by　pisもi玉s，◎r総1f一㎞£o獄p＆もib玉e　reacti（）難，　wasもhe賊ghesもb蕊wee嚢2

days　biffore　aRthesis　aR（／1　2　days　after　aRthesis　aRd　rapid｝y　deeweased　be．，fere　aRd　after　this

per三〇d．

　　　In　bud　pollinations，　the　growth　rates　of　pollen　tubes　were　the　fastest　in　the　pistil

self－pol．lirtated　6　days　before　anthesis　and　more　than　51　pollen　tubes　penetrated　into　most

of　the　ovaries　8　days　after　self－pollination　（Table　3），　．　ln　this　case，　the　growth　rates　of

P◎Hen撫bes◎f‘Tosa　Buご副寺n’and獲3anpeiy誠’主n　their　pist銭s　are　we昼corr¢spondも。もhose鎗

the　pi＄rds　ef　cre．　ss　corapatible　cit，lt，ivars　（Tab｝e　1　and　3）．　Tlx’．s　suggests　that　se｝．f－incora－

pa惹ib霊凱y　reac℃め簑beもwe餓もhe　p（）鷺磁も曲e＄aR（i雛e　pist璽s　d（）es簸◎もOcc慧r　or　iS　very　low

up　to　4　days　be，fore　anthesis　in　the　upper　styles　and　2　days　before　anthesis　in　the　lower

styles，　since　pollen　tubes　of　‘Tosa　Buntan’　and　‘Banpeiyu’　penetrated　these　po＄itions　of

styles　o，　f　the　other　cross　compatible　cultivars　up　to　2　days　after　pollination　for　the　upper

styles　and　4　day＄　after　pol，lirtation　for　the　lower　styles．

　　　In，　bud　pe｝｝inatioiis　of　‘Yuge－1’iyokan’　and　‘Shishiyuzu’，　relatively　sraall　R’umbers　of

polleR　tubes　peiietrated　into　the　ovaries　ef　fiowers　seif－pelliriated　6　days　befere　anthesig．

aRd　R◎繋e◎f　pdまe笹野bes　pe難eも麟ω撫e　ovaries　of、負owers　s蕪1Fpo1㎞a艶d　4　d隷ys　before

anthesis　（Table　3）．　These　resuks　suggest　that　self－incompatible　reac’tion　in　the　pistlls　of

the　two　cultivars，　mitiated　about　2　days　earlier　than　’that　in　‘Tosa　Buntan’　and　‘Banpeiyu’．

On　t．he　other　hand，　in　the　pistil＄　of　lpoh　No，　1　and　Nagash．ima　No．　12　self－polmated　4

days　before　anthesis，　relatively　maRy　pol，len　tubes　penetrated　ir｝to　the　ovaries　ag．

compared　with　the　other　seif－poll，inations．　Thus，　it　is　concluded　from　these　results　that

the　durat，ien　of　the　sel．f－incempatibility　reaction　befere　a．nthesi＄　is　the　lorigest　in

‘Shishiyミ三zu’fo｝｝ow　bプY殺ge－hy（）kaゴ，藍Ba嚢pe重yゴ，‘T◎sa　Bimtaft’，1p（）h　N◎．匪．隷dもhe

shorteg．　tin　Nagashima　No．　12　（Table　5）．　The　present　results　also　suggestthat，　irrespec－

tive　ef　the　difference　of　the　duration　artd　the　degree　of　polleR　tube　arrest，　bud　pollination

carried　out　6　days　before　anthesis　may　be　e，　ffective　for　overeoming　self－incompatibility　in

CitT2Ls．　This　suggestion　is　partially　probed　by　the　，faets　that　in　bud　pollinations　rnade　6

days　before　anthesis　109　and　69　perfect　seeds　were　derived　from　two　fruits　of‘13anpeiyu’

ar芝dもw◎fruiもs　Of曝Tosa　B薫．鷺．瞼ゴrespe磁vely．

Po璽董e烈t級be　growt溢i総｛灘e璽ayed　po皿莚Ratio鍛

　　　There　are捻。　reports　on出e　de玉aye（1　poUh竃atio筑i簑se1：劃一呈捻compa徹）le　Cit？nes　species

and　cultivars．　The　present　result　＄uggests　that　delayed　pollmation　is　not　effective　for　the

production　of　seif－fertilized　seeds．　ln　some　of　the　pi＄tils　seif一一・polJjnated　4　and　6　days　after

artthesis，　polleR　’tube　grevv7th　vv’as　slightly　exthanced　as　cempared　with　that　in　t’，he　pistils

se｝f－pel，1，i．ltated　2　days　after　3Rthesis　（Table　3）．　IR　mest　cf　the　pistgs　self－pel｝inated　6　aRd

8days　af転er　a凱hesis，　however，　po艶難撫bes　c◎嚢韮d登Ot　be　de艶cted　becagse◎f　th噛めss　of

恥oresce難ce　e川蝉簸g　fr◎m　the　poi玉eR　tubes．　IR　addiも10R，　the　sもig撚s　and　sもy墨es　we聡

djfficult　to　soften，　suffuiently　with　a　solution　of　NaOH　for　the　preparation　of　wed－spread

specimen　suitab’　le　for　pollen　tube　observat；ion．　These　phenomena　are　eonsidered　to　be

related　to　the　formation　of　abscision　layer　in　the　style　base　and　subsequent　degeneration
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of　the　style．　Since　the　abscision　layer　was　visible　in　the　pistils　about　12　days　after

a嚢撫esis，　a貧d　s盈ceもhe至ongesもpo丑e簸tubes　reached　the　sもyle　base　up　t◎4－6　days　after

pollination　in　the　coirnpatible　crosses　（Tabie　1　and　2），　it　is　concluded　that　pollen　tubes　in

the　pist丑s　self－po皿nated　8　days　after　anthesis　could　not　reach　the　ovaries．　Furthermore，

these　polleR　tubes　were　clisintegrated　with　decrease　of　the　fuaction　of　the　styie　in　which

abscisioR　｝ayer　formatioii　mitiated　several　days　before　the　day　12．　Thlls，　in　the　delayed

pollination，　self－incompatible　interaction　between　pollen　tubes　and　style　decreases　to

some　extent　with　aging　of　the　pistils，　but　the　loss　of　the　function　and　physical　separation

of　the　style　from　the　ovary　due　to　the　abscisioxx　｝ayer　ferfRatioR　result　in　fallure　of　Rorvaal

pOHen　tube　gr◎Wth　a：【ld　subsequent　fertilizat沁n．

Conclusion　remarks
　　　猛has　beeR◎bVious　fr◎澱the　res泌ts　ofもhe　pyesekt　sも殺diesもhaも蟄se猛「incompaむib｝e

Citrzes　eultivars　growth　of　the　pollen　tubes　in　the　pistlls　is　inhibited　in　various　extent　in

the　stigraas　and　styles　before　they　reach　the　ovaries，　and　that　difference　in　the　degree　of

se鎗滋co瓢paもib鐵もy　reacもi◎R　a澱◎嚢g　the　c泌もivars重s　the蟄再◎r　reaso嚢of　the　var沁us　ex艶Rd

of　pollen　tube　growth．　However，　the　degree　of　growth　ability　of　pelleA　tube　itseif　may

have　very　small　effect　on　the　pollen　tube　growth　in　self－incompatible　pistils．

FurtherrRore，　it　kas　been　a｝so　obvio｝2s　frova　the　result　of　bud　pollinatioR　of　self－in¢ompat－

ible　eultivars　aRd　accessioRs　that　＄elf－po｝lination　of　fiower　buds　6　days　before　anthesi＄

results　in　almost　normal　growth　of　pollen　tubes　in　the　pistils．　ln　an　additional　experiment，

we　obtained　many　Perfect　seeds　from　self－incompatible　‘Banpeiyu’　and　‘Tosa　Buntan’

se｝f－pollmated　6　days　befere　aRthesis．　Among　seed］ings　e＄tablished　frorR　these　seeds，

segregatioR　of　self－incerltpatible　seedliirigs　with　horrtozygous　se｝f－incompatibllity　gene　（S）

is　highly　expected．　The　homozygous　seedling　for　the　S　gene　may　play　an　tmportant　role

for　the　genetic　analyses　of　seif－incompatible　genotypes　in　full　self－incompatible　（SnSn）

and　se｝f－semiccmpatible　（SRSD　plaRts　and　may　help　us　to　gRderstand　the　mechanisra

and　evolution　of　a　seLε一㎞co：mpatib逝ty　system血Citγus．
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