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は じ  め  に       

　　トドマツ(Abies sachalinensis)の遺伝的なふるまいを解明するなかで，人工交配をおこなう機会がお
おい。しかし，トドマツは産地および個体により開花時期がいちじるしくことなるため，人工交配を効率

的にすすめるには，花粉を一定期間発芽能力を失わないように採集，貯蔵しなければならない。ところが，

トドマツ花粉のとり扱いに関する報告はきわめて少なく，貯蔵方法や発芽検定があいまいな形でおこなわ

れてきた。

　　花粉のとり扱いは樹種により多少のちがいが認められるが，針葉樹花粉の発芽検定法および寿命に関

するこれまでの報告を要約すると，花粉は自然状態で放置するときわめて短期間のうちに発芽能力を失う。

しかし，貯蔵条件が適切であればかなりの長期間発芽能力を保持でき(市河ら，1971，1973)，花粉の寿
命は花粉粒を採集するときの相対湿度，花粉含水率ならびに貯蔵温度などと深い関係があることがすでに

明らかにされ(DUFFIELD et．al．，1941；LANNER，1962)，一般に低温下，気密な容器での貯蔵，低含
水率花粉は生存期間がいちじるしく長くなる(武藤ら，1962；梶ら，1972)。一方，発芽検定方法は樹種
により検定の温度ならびに培地の糖の濃度がことなる。

　　本稿は，トドマツ花粉のとり扱いに関する基礎資料を得るため，花粉の発芽能力を検定する方法を明

らかにし（実験 1），その結果をもちいて，いろいろな含水率をもった花粉を，貯蔵温度をかえてそれぞ
れ１年間貯蔵した場合の発芽能力の変化を調べ（実験２），花粉含水率と寿命との関係を中心に花粉の採

集方法，貯蔵方法および検定方法についてとりまとめた。

　　この研究をはじめるにあたり，山梨県立女子短期大学市河三次博士および北海道立林業試験場久保田

泰則副場長には終始ご指導を賜った。また，当場育種科の各位には実験にさいし助言と協力をいただいた。

本稿をとりまとめるにあたり上記の各位に幸甚な謝意を表す。

実験１．花粉の発芽能力検定試験

　　花粉貯蔵の最終的な目的は交配である。したがって，花粉は交配に供するまで採集した時の新鮮なま

まの状態を維持する必要があり，また貯蔵花粉の発芽能力を正確に検定する必要がある。この実験では，

検定のため（1）蔗糖濃度は何％が最適か，（2）花粉置床後どの時間で検定するか，（3)花粉の置床密度
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によるちがいがあるかなど目的にかなう実用的な方法を調べた。

　　1．材料と方法
　　供試花粉は，花粉を培地に置床したのち相対的に

早い時間に花粉管を形成するクローン（OKO－101）
と遅いクローン（IKE－103）をもちい，クローン別
に飛散直前の雄花をもぎとり，室温下で，自然開葯さ

せて得た。

　　人工発芽床は，表-1 にしめすとおり蔗糖濃度を
0％から 30％までの 7段階に分けた蔗糖寒天培地（寒
天 1％）をもちいた。これらの培地はオートクレーブ
（1.2kg/cm2，10 分間）で殺菌したのち，小型シャー
レに分注した。なお，発芽温度は 27℃とした。
　　花粉の培地への置床は，花粉粒が重なり合わない

ようにできる限り均一におこなった。さらに，花粉置

床密度が検定結果に与える影響を調べるため，置床密

度を，疎・中・密に分けた場合の発芽率を比較検討し

た。

　　発芽の検定は，同一条件下におかれたシャーレの

うちから所定の時間ごとに，各処理につきそれぞれ 3
シャーレ（3 反覆）をとり出し，Cotton blue で染色
して検鏡した。検鏡したシャーレはすべて廃棄し，時

間の経過にともなう検定は別のシャーレをもちいた。

検鏡結果はすべて顕微鏡写真を取り，発芽の割合およ

び花粉管の長さの測定は写真上からおこなった。発芽

検定は３反復合計約 200粒について調べ，花粉管が 50
μｍ以上伸長したものを発芽花粉とみなした。また，

発芽花粉はその平均花粉管長を測定した。

　　２．結果および考察

　　蔗糖濃度別，検鏡時間ごとの発芽の割合を，図-1
にしめした。図から明らかなように蔗糖濃度が 0．5％
の培地では，花粉粒は発芽しているが花粉管が不鮮明

できわめて検定し難い（写真参照）。また，蔗糖濃度

が 20％の培地では 20～30μｍの花粉管を持った花粉
粒が散見され，25％および 30％の培地ではこのよう
な花粉粒が大部分をしめ，発芽能力を有している花粉

と発芽能力をすでに失ったものとの識別が困難で正確

な検定ができないと判断された。一方，蔗糖濃度が 10
～15％の培地では，発芽能力をもった花粉は正常な花
粉管の形成が認められた。以上のことから，トドマツ

花粉の発芽検定は蔗糖濃度が 10～15％の培地が適当と
いえよう。

表- 1 　花粉発芽検定培地
Table 1 ．Cultivation media for germination test of

pollen
処　　理 寒天濃度 蔗糖

Treat- Agar Sucrose
ment concen- concen-

tration tration
No． （％） （％）

備　　考

Referance

1 0 0 No.1：蒸留水
2 1 0 Distilled water
3 1 5
4 1 10 培養温度

5 1 15 Culture temp．
6 1 20 +27℃．
7 1 25
8 1 30

図- 1 培養時間ごとにみた蔗糖濃度と発芽
の割合との関係

Fig．1 ．Effect of sucrose concentration on the
germination ratio in culture time

 図の中にしめす数字は培地中の蔗糖濃度をあらわす。
Arabic numerals （ 0 ～ 30 ） stand for sucrose

concentration



　　なお，蒸溜水のみの液体培地では花粉管の形成は認められなかった。蔗糖濃度が 5％以下および 20％
以上の培地では，花粉内部と培地との浸透圧が平衡状態を維持できないため花粉管形成に支障をきたして

いるものと考えられる。

　　検定のための最適発芽時間は，発芽能力を保持しているすべての花粉粒が適当な長さの花粉管を伸長

した時点がよい。検鏡しやすい理想的な花粉管長は，トドマツ花粉粒の大きさが約 100μｍであるから，
100～150μｍであろう。しかし，クローン(個
体)により経時的な発芽の遅速が認められて
おり(梶，1978)，それぞれの花粉粒によって
もいちじるしくことなる。一方，発芽時間に

ともない花粉管は伸長を続け，花粉管が交錯

して検定し難くなる。

　　図-1(薦糖濃度 10～15％の場合)から両
クローンの花粉の管形成が認められたのは，

花粉置床後 48 時間である。一方，置床 48
時間後の平均花粉管長は，図-2 にしめすと
おり 300～400μｍに達する。また，置床後
66 時間では培地上に雑菌が発生しているも
のがみられた。これらの結果から検定時間は

発芽の遅いものが管形成した時点，すなわち

花粉置床後 48 時間前後でおこなうのが最適
と判断された。

　　花粉の発芽率は，置床密度によってこ

となるといわれている。そこで置床密度に 図- 2 　花粉の培養時間と花粉管の伸長との関係
Fig．2 ．Relation between length of germination tube and

culture time（hours）

写真- 1　トドマツ花粉の蔗糖濃度別発芽試験（花粉置床 48時間後）
Effect of sucrose concentration on the germination test of polles（48 hours after
setting pollen on the culture medium）
蔗糖濃度 Sucrose concentration：A＝0％，B＝10％，C＝20％，D＝30％

Photo ．1 ．



よるちがいを調べた結果(写真-2)，花粉管長にはちがいがあるが発芽の割合にはおおきなちがいが認めら
れなかった。しかし，花粉を厚く置床した場合，花粉粒が重なりあうのでシャーレのまま検定することは

不可能で，スライドグラス上に移しかえて検定しなければならないため繁雑であり，かつ検定には相当の

熟練を要する。したがって，花粉の置床はうすく均一にするのがよい。

実験２．花粉の貯蔵試験

　　さまざまな含水率をもった花粉をそれぞれ１年間貯蔵し，それら貯蔵花粉の発芽検定の結果から，貯

蔵に最も適した花粉含水率，温度および貯蔵容器についての検討をおこなった。

　　１．材料および方法

　　北海道立林業試験場構内に植栽されているトドマツクローン集植所から，32 クローンについてクロ
ーン別に花粉飛散直前の雄花序を採取し，室温下で自然開葯させて花粉を採集した。クローン別の花粉は，

赤外線水分計をもちいて平均含水率を測定したのち，それぞれ管瓶に入れて密栓した。さらに，このうち

12クローンをガラスアンプルに入れて溶封した。
　　花粉の貯蔵方法はつぎの 3とおりとした。(1)液体窒素(－196℃)，ガラスアンプル，12クローン，(2)
電気冷蔵庫(+5℃前後)，ガラスアンプル，12 クローン，(3)電気冷蔵庫，管瓶密栓，32 クローンである。
なお，供試クローンおよびその平均花粉含水率，貯蔵方法は表-2 に要約してしめした。また，(1)では専
用の貯蔵容器をもちいた。

　　発芽能力の検定は，実験１の結果から蔗糖濃度 12％の蔗糖寒天培地をもちい，花粉置床後 48時間で
おこなった。また，貯蔵花粉は上記の貯蔵方法(1)と(2)では貯蔵前と貯蔵 3，6，9 ヵ月後および１年後に
それぞれ検定をおこなって経時的な発芽能力の変化を調べ，(3)では貯蔵１年後の発芽の割合を調べた。
　　なお，この実験材料は，花粉置床 48 時間後の検定ではクローン間におおきなちがいが認められない
という結果（実験 1）から，平均花粉含水率ごとにそれぞれことなるクローンをもちいた。また，発芽能
力検定の方法はすべて実験１に準じておこなった。

　　２．結果および考察

　　1)液体窒素による貯蔵
　　貯蔵花粉の発芽能力は，平均花粉含水率とふかい関係が認められた。すなわち－196℃に貯蔵した場
合，花粉含水率が 23％以下では貯蔵１年後でもほとんど発芽能力が失われない。つまり，花粉含水率が
28％の場合，貯蔵３ヵ月後では大部分の花粉が発芽能力を有しているが６ヵ月後ではほとんどの花粉が
能力を失っている（表－3）。

写真- 2　花粉の置床密度と発芽の割合との関係
Photo ．2 ．Relation between setting density of pollen on the culture

medium and the corresponding germination ratio
 A = 疎 Sparse，B = 中 Intermediate，C = 密 Dense



　　このように比較的に高い含水率の花粉が貯蔵期間中に急激に発芽能力を失う原因は，超低温下の貯蔵

のため花粉粒内部の微氷晶が徐々に生長していき，発芽能力に支障をきたすような細胞内凍結を引きおこ

すためと考えられる。したがって花粉含水率が 25％の場合，表-3 にしめす結果では貯蔵一年後の発芽の
割合は 85％であるが，1年間以上の長期貯蔵ではその割合が急速に変化することも予想される。
　　以上の結果から，液体窒素による貯蔵は平均花粉含水率が 23％以下であれば１年間以上の長期貯蔵
が可能といえる。この貯蔵期間に関して，含水率 12％の花粉を 1971年６月に貯蔵し 1979年６月に発芽
検定したところ，大部分の花粉が発芽能力を失っていないことを確認した。したがって，低含水率花粉で

あれば少なくとも 8年間以上は発芽能力を保持できる。
　　2）電気冷蔵庫による貯蔵
　　ガラスアンプルに溶封して貯蔵した結果，花粉含水率が 8％以下であれば貯蔵１年後でも貯蔵前とほ
ぼ同様な発芽能力を有している（表-3）。一方，含水率が 11％では貯蔵１年後の発芽の割合は 40％であ
り，含水率が 20％では全く発芽がみられなかった。これらの結果から，電気冷蔵庫に貯蔵するには平均
花粉含水率が 8％以下でなければ１年間の発芽能力を保持できないことが明らかとなった。
　　これを液体窒素に貯蔵した結果と比べると，冷蔵庫に貯蔵する場合の花粉含水率はかなり低くなけれ

ばならない。つまり，+5℃前後よりも－196℃の低温が発芽能力の保持にきわめて有効といえる。
　　管瓶に密栓して１年間貯蔵した場合の花粉含水率と発芽の割合との関係は，これまでのべてきた結

表- 2　花粉貯蔵試験材料
Table 2 ．Materials for storage test of pollen

クローン名 花粉含水率 処　理＊ クローン名 花粉含水率 処　理＊

Clones Moisture Treat- Clones Moisture Treat-
content ments content ments
（％） （％）

OKO－101 4 A，B NAY－102 13 A
OHM－104 5 A IKE－103 14 A
OKO－103 6 A YAM－322 15 A
TOM－12 7 A，B KIT－106 18 A
URK－106 7 A AKK－116 19 A
AKK－102 8 A，B ASA－103 20 A，B
KIT－107 8 A，B YAM－ 93 20 A，B
BIF－105 8 A，B IWA－107 21 A

RUM－101 8 A KIT－105 22 A，B
IKE－113 9 A AKK－121 23 A，B
BIF－102 9 A IKE－107 24 A

TOM－109 10 A IWA－102 25 A，B
AKK－108 11 A，B OHM－102 26 A
URK－103 11 A YAM－ 57 28 A，B
URH－106 12 A YAM－　1 29 A
IKE－110 12 A AKK－111 30 A
＊ A：花粉を管瓶に入れ密栓し，5℃（電気冷蔵庫）に貯蔵
　B：ガラスアンプルに溶封し-196℃（液体窒素）と 5℃にそれぞれ貯蔵
　A：Stored at 5℃（refrigerator）by tightly stoppered vial．
　B：Stored at –196℃（liquid-nitrogen）and 5℃ by small glass ampoules，

respectively．



果とほぼ同じ傾向が認められた（図-3）。しかし，図からも明
らかなように花粉含水率が 8％以上のすべての貯蔵花粉が発芽
能力を完全に失うわけでなく，含水率が高くなるにつれて発芽

の割合は低くなり，24％以上の高含水率花粉ではすべて発芽
能力を失っていた。これらの結果は，貯蔵容器を密栓としたた

めガラスアンプルによる貯蔵とほぼ同じ結果を得たものと考え

られる。

　　以上 1)，2)の結果において，いずれも検定時に貯蔵花粉
が粘着性を呈しているものがみられた。これらの花粉はすべて

高含水率花粉で，検定結果は大部分の花粉が発芽能力を失って

いた。つまり，貯蔵花粉が粘性を呈したものは，すでに発芽能

力を失っており，貯蔵目的を失なっているといえる。また，上

記と対照的にきわめてサラサラしている貯蔵花粉は発芽の割合が高い傾向にあり，正確な発芽の割合を知

る必要のない場合は，人工発芽床による発芽検定を省略しても実用的には交配に供せるか否かのおおまか

な判断ができる。

論     議       

　　1．花粉の採集と含水率の調整
　　トドマツ花粉の採集方法は，花粉が飛散する直前の雄花をもぎとり室内で自然開葯させると容易であ

る。この場合，雄花の採取時期が早いと開葯しないまま萎縮することがおおいので，採取時期を慎重に決

定しなければならない。この時期のめやすは，雄花内のそれぞれの葯が肉眼で観察でき丸味を呈する頃で

表－3　貯蔵温度，期間別にみた花粉含水率と寿命との関係
Table 3 ．Effect of storage temperatures and moisture content of pollen on the

survival ratio in storage periods
貯蔵期間（月）別の生存率（％）

Storage period（month）and survival（％）
クローン名

Clones
電気冷蔵庫（+5℃） 液体窒素（-196℃）

Refrigerator Liquid-nitrogen

花粉含水率

Moisture
content
（％）

　0 　3 　6 　9  12 　0 　3 　6 　9  12
OKO－101  4 100  94  98  97  98 100  97  98  99  99
TOM－102  7 100  99  99  96  98 100  98  99  98  99
AKK－122  8 100  98  99  92  97 100  98  99  81  89
KIT－107  8 100  99  98  97  99 100  99  99  98  97
BIF－105  8 100  99  99  97  99 100  99  99  98  98
AKK－108 11 100  99  99  82  41 100  99  99  98  99
ASA－103 20 100  96  80 　9 　0 100  99  99  99  97
YAM－ 93 20 100  55 　4 　1 　0 100  99  97  89  88
KIT－105 22 100  98 　0 　0 　0 100  99  97  93  97
AKK－121 23 100  98  73 　5 　0 100  99  99  95  98
IWA－102 25 100 　0 　0 　0 　0 100  99  97  91  85
YAM－ 57 28 100 　0 　0 　0 　0 100  93  10 　0 　0

図- 3　貯蔵花粉の平均含水率と寿命との関係（1年間）

Fig．3 ．Relation between survival ratio
and moisture content of pollen
（one year after storing）



ある。なお，花粉採集の別の方法として群生する雄花の切枝法があるが，採取木を損傷するため好ましく

ない。

　　一方，花粉採集時の相対湿度は花粉含水率と密接な関係があり，また花粉の寿命に大きな影響を与え

る。つまり，雄花のもぎとり法など通常おこなわれる自然開葯によって採集した場合の平均含水率は，一

般に数％から 20 数％である（表-2 参照）。ところが花粉を１年間以上貯蔵しようとする場合，これまで
述べてきたように所定の含水率以下でなければ寿命を失うため，平均含水率の高いものは低く調整しなけ

ればならない。

　　花粉含水率の調整には，強制的におこなう方法と自然におこなう方法とが考えられる。前者の１例を

あげると，梶ら（1972）がすでに採用している方法で，濃硫酸を通し乾燥させた空気をデシケータ内に
入れた花粉に循環させる方法が簡便と思われる。一方，後者の方法は花粉をとりまく相対湿度を低くする

ことにより調整できよう。例えば，吸湿性の高い紙の上で自然開葯させると同時に，室内の相対湿度を低

くすることにより貯蔵可能な低含水率に調整できる。

　　２．貯蔵容器および貯蔵温度

　　花粉粒は，相対湿度の変化により敏感にその含水率も変る。とくに電気冷蔵庫の場合，除霜や停電な

どにより多少の温度変化が十分予想され，それにともなって庫内の相対湿度も変化する。したがって，湿

度調整ができない場所での貯蔵では，花粉含水率が高くなることを防止するため，貯蔵容器を密栓する必

要がある。

　　貯蔵条件に関して，武藤ら（1962）は花粉を真空状態で貯蔵すると生存期間がいちじるしく長くな
り，さらに電気冷蔵庫（0～3℃）より－8～－10℃の低温が発芽能力の保持に有効であるとしている。今
回の実験でも液体窒素（－196℃）による超低温貯蔵が発芽能力の保持に有効であった。しかし，低含水
率花粉ではちがいが認められず，含水率が 9％～23％のあいだに顕著なちがいが認められている。したが
って，花粉含水率を低く調整した場合の貯蔵温度は，電気冷蔵庫または冷凍室で得られる低温で実用的に

は十分と考えられる。

　　液体窒素による超低温貯蔵は，花粉含水率をほとんど調整しなくても長期間寿命を保持できるという

利点があり，また化学的に不活性で安全であるとともに他の冷媒や冷凍室のような装置を必要とせず経済

的である。しかし，細胞内凍結限界含水率に近い含水率の高い花粉では，貯蔵開始（冷却）および終了（加

温）において敏速なとり扱いを必要とし，緩速では冷却（加温）過程で微氷晶ができ発芽能力に影響を与

えるため，予備凍結方法など今後究明を要する点もいくつか残っている。

　　３．花粉の発芽検定

　　人工発芽床はきわめて雑菌が発生しやすく，雑菌が発生すると検定が不可能となる。したがって，発

芽床は予め殺菌し，花粉の置床も無菌室でおこなうのが好ましい。今回の実験で検定時間は置床後 48 時
間前後でおこなうのを最適としたが，これは発芽床への雑菌発生を配慮したためでもある。また，検定時

間は発芽温度によって変る。１例をあげると，マツの花粉では，発芽温度 30℃前後では置床 24時間後に
花粉管が顕著に伸びているが 25℃以下では 48 時間以上かかって管が形成される（渡辺ら，1970）。さら
に，人工発芽床には，通常もちいられている蔗糖寒天培地のほか各種の培地があり，それぞれの培地によ

り発芽のしかたがことなる。

　　本稿では，発芽温度および寒天濃度，ならびに他の培地による検討はおこなっていない。しかし，貯

蔵花粉の発芽検定は発芽能力をもった花粉の割合を知ることにあるから，発芽温度は 27℃前後とし，寒
天濃度は通常もちいられている 1％濃度で大きな問題はないと思われる。



摘     要       

　　トドマツ花粉の実用的な貯蔵方法を明らかにする目的から，花粉の発芽試験と１年間の貯蔵試験をお

こなった。発芽試験は７段階の蔗糖寒天培地（蔗糖濃度，0～30％）をもちいて最適発芽床を検討し，貯
蔵試験は 4～30％のさまざまな含水率を持った花粉を電気冷蔵庫（5℃前後）と液体窒素（－196℃）に
それぞれ貯蔵し，発芽能力の経時的な変化を調べた。これらの試験結果を要約するとつぎのとおりである。

　1）トドマツ花粉の発芽検定は，発芽温度 27℃のもとで寒天 1％，蔗糖 10～15％濃度の蔗糖寒天培地
が最適で，発芽時間の経過にともない花粉管が著しく伸長して交錯することや培地に雑菌が発生しやすい

ことから，花粉の培地置床後 48時間前後で検定するのが最良と考えられた。
　2）電気冷蔵庫に１年間貯蔵した結果，花粉の平均含水率が 8％以下であれば貯蔵前とほぼ同様な発芽
能力を保持していた。一方，含水率が 9～23％の範囲での発芽の割合は，含水率が高くなるにつれて低下
する傾向が認められ，含水率が 24％以上ではすべて発芽能力を失っていた。
　3）液体窒素に貯蔵した結果，含水率が 23％以下では貯蔵前とほぼ同様な発芽能力を有していた。これ
らの結果から，貯蔵花粉の平均含水率と寿命とのあいだにきわめて深い関係があること，また低温が発芽

能力の保持に効果があることが確認された。

　4）以上のことから，花粉を１年間以上貯蔵しようとする場合は，平均含水率を 8％以下に調整する必
要があり，調整後の貯蔵容器は含水率が変化しないように密栓する必要がある。また，この場合の貯蔵温

度は，電気冷蔵庫で得られる低温で貯蔵の目的にかなうと思われる。

　5）さらに，雄花を室温下で十分乾燥させたのち花粉を採集すれば貯蔵可能な低含水率花粉が得られる
こと，人工発芽床は予め殺菌すること，貯蔵花粉が粘着性を呈していない時は発芽検定をするまでもなく

発芽能力を保持していることなど，花粉のとり扱いについてのいくつかの知見を得た。
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Summary

　　For the purpose of fundamental studies on using pollen by controlled pollination，  the
germination test and the storage test of pollen were made on the longevity of Sakhalin fir（Abies



sachalinensis）．As outline of experimental designs and results is summarized as follows：
　　１）In order to establish a practical method of measuring pollen viability，the pollen was
germinated at 27℃ with the conditions using seven different sucrose-agar media，i．e．，1 percent agar
concentration plus sucrose concentrations 0，5，10，15，20，25 and 30 per cent，respectively．

　　The above experimental results indicated that the optimum sucrose concentration for the viability
test of the pollen was 10-15 per cent and the most desirable observation time was 48 hours after
setting pollen on the culture medium（Figs．1 and 2）．
　　２）The present storage test was limited to the effect of pollen moisture content and storage
temperature on the pollen longevity．Pollen of 32 clones with various moisture contents were collected
for this preliminary work（Table ２）because the final germinability was not different among the
clones under the conditions at 27℃ and 48 hours after setting pollen on the sucrose-agar medium

（KAJI，1978）．The moisture content of each pollen was measured before storage，and each of the
tightly stoppered vials containing the pollen was stored in an electric refrigerator at 5℃ and in the
liquid-nitrogen at －196℃．The viability tests were carried out at intervals of three months for one
year under the condition of 12 per cent sucrose-agar medium．
　　The results indicate that when stored in the refrigerator，the pollen moisture content less than 8
per cent remained its viability for a year．When stred in the liquid-nitrogen，however，most of the

pollens kept at less than approximately 23 per cent moisture content had its viability for a year
（Table 3）．In both tests，the higher moisture content was，the more loss of the pollen viability
occurred．

　　It is concluded that the most favourable extracting and storing conditions of pollen are to
maintain the pollen under the low moisture content．Therefore，the vials containing pollen should be
sealed tightly to keep pollen high viability．


