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灰色 かぴ病菌の人工交配法 と 薬剤感受性の遺伝解析への応、用
や ま

]A 全農 営農 ・ 技術センタ一 山

は じ め に
灰 色 か び 病 は Bot1ytis cinerea Pers. (完 全 世 代

Botηotinia /uckel1:ana (DE BAIlY) W HETZEL)によ っ て 号 |
き 起 こ され， 多 く の作物に発生して世界的に重要な病害
と なっ て い る 。 本病原菌 は は ま た， 薬剤に対して次々 に
耐性を獲得して き た こ と から ， 薬剤耐性のリスクの大 き
な も の と して よ く 知 られている 。 しかし， 菌の形態的，
生理的な性質を解析す る う え で様々 な情報を得 る こ と の
で き る 人工交配について は， 近年， よ う や く そ の方法が
確立された ばかりで(FARETRA et al.， 1988 a)， 灰色かび
病菌の薬剤感受性を は じ め と した諸性質の遺伝に関す る
研究 は， ま だ緒についた と こ ろ で あ る 。 こ こ で は， 灰色
かび病菌の人工交配法 と それを用いた薬剤感受性の追伝
解析について紹介し， 参考に供したい。

I 灰色かび病菌の交配型

灰 色 か ぴ 病菌 は ヘ テ ロ タ リ ック で あ り， 交配に は
MAT-1， MAT-2 の二つの交配型の菌株を準備す る こ と
が必要であ る 。 造伝子座 MA T1 にお げ る 複対立造伝子
MA T]-]，  MA T1-2 が それぞれ交配型 MAT-1， MAT-
2 に対応す る (FARETRA et al . .  1988 b)。 灰色かび病菌を
含む菌核菌科の交配で は小型分生胞子 (図-1)が雄性機
能を， 菌核が雌性機能を果たして い る と 考 え られている

(LORBEER， 1980)。 基本的には MAT-1， MAT-2 いずれの
交配型 も ♂ 親 ま た は ♀ 親 と な る こ と が可能であ る が， 菌
株によ ゥ て は培地上で小型分生胞子， 菌核を容易には形
成しに く い菌株 も あり， そ う いっ た場合には それぞれの
役割を果たす こ と はで き ない。 ま た， これま で圏内のキ
ュウリ， イチゴ， トマト， ナス ， ブ ド ウ， シクラメ ンか
ら 分離した菌株間で交配を行っ たが， 宿主や分間!Ê地域間
で生殖の隔搬 は 見 られず， 交配型さ え合致すればおおむ
ね良好な交配率を得 て い る 。 しかし， 園場から 分離した，
菌株同士の交配より も ， 少な く と も 片親に子の う 胞子分
離株を用いた場合に交配率 は高 く な る 傾向が見 られた
(表-1)。 ま た， 子の う 胞子分離株であ っ て も ， 菌株によ
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つ て は培地上での継代培養を繰り返 す と 交配率が低 く な
る 傾向が見 られた。

E 人 工 交 配 法

FAllETRA and ANTONACCI (1987) は， 本菌を麦芽エキス
寒天培地上で培養して 菌核， 小型分生胞子を得 て い る が，
筆 者の経験 で は ， 麦 芽 エ キス 寒天培地上より も む しろ
PDA 培地上 で こ れ ら を良好に形成 す る 傾向が見 ら れた
ので， 筆 者 ら は PDA 培地を使用して い る 。

♀ 親 と す る 菌株を培地上で 20 0Cで 3 日 間培養し， そ の
後 150Cで 4 週間培養す る 。 そ う す る と 培地上に菌核が形
成 されるので これを取り出し， 菌核に付着した培地や菌
絞以外の菌体を取り除 き ， 滅菌水中 で OOCで 4 週間保持
す る 。 ま た， ♂ 親 と す る 菌株を PDA 培地上で 20 0C， 3 日
間， さ ら に 150Cで 4 週間培養した菌叢面か ら 小型分生胞
子， 大型分生胞子， 菌糸を滅菌水中で掻 き 取 っ て ， 4 重 ガ
ーゼで炉過した懸濁液を得 る 。 先に も 述べたよ う に小型
分生胞子 は 交配において 重 要な役割を果たして い る の
で， 必ず懸濁液におけ る そ の有無を確認す る 。 こ れを ♀

表 - 1 供試菌株の速 い と 人工交配率

供試菌株

両親 と も 悶場分自t株

両親 ま た は片親が子の う 胞子分離株

交配率 (%) ・

66 . 7  
78 . 5  

. : f}�!準菌株 と の交配に よ り 交配型が MAT-l ま た は MAT-2 で

あ る こ と を確認 し た 菌株 に つ い て の交配の み を計数 し た .

， ヅ
， ， 

図 ー 1 灰色かび病菌の大型分生胞子， 小型分生胞子 お よ び

菌糸
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親の菌株の菌核 を 沈 め た 試験管内 に 注 ぎ， 蛍光灯 と 白熱

電球照明下， 1O"Cで培養す る 。 そ う す る と 1�3 か 月 後 に

菌核上 に子の う 盤が形成 さ れ ( 図 2) ， 子の う 盤上 に は子

の う 胞子 を 直線状 に 8 個含 む 多数の子の う が形成 さ れ る

(図-3， 4) 。 形成 し た 子 の う 盤 を静か に取 り 出 し， 子の う

を つ ぶ し た 後， ガ ラ ス 針や希釈分離法 を 用 い て 子の う 胞

子 を 釣菌す る 。 灰色かび病菌の場合 は ， 8 個の子の う 胞子

が子の う 内 で直線状 に配列 し て い る た め， ラ ン ダム 分析

の ほ か に 四分子分析 を行 う こ と も 可能であ る 。

図 - 2 試験管内で形成 し た 子の う 盤

図 - 3 子の う と 子の う 胞子

図 - 4 子の う 内 に直線状に 形成 さ れた 子の う 胞子

皿 ベ ン ズ イ ミ ダ ゾ ー ル系薬剤 お よ びジ ヱ

ト フ ェ ン カ ル ブ感受性の遺伝

灰色かび病菌のべ ン ズ イ ミ ダ ゾ - }レ系薬剤お よ び ジ エ

ト フ ェ ン カ ノレ プ感受性 に 関 す る 4 種類の表現型 ( べ ン ズ

イ ミ ダ ゾー ル感受性 ジ エ ト フ ェ ン カ ル プ高度耐性， べ

ン ズ イ ミ ダ ゾー ル高度耐性ー ジ エ ト フ ェ ン カ ル プ感 受

性， べ ン ズ イ ミ ダ ゾー ル中等度耐性 ジ エ ト フ ェ ン カ jレ

プ高度耐性， べ ン ズ イ ミ ダ ゾ- }レ高度耐性ー ジ エ ト フ ェ

ン カ ル プ高度耐性) は POLLASTRO and FARETRA ( 1 992) に

よ っ て迫伝子� Mbc1 上 の複対立遺伝子の 一 つ に支配 さ

れて い る こ と が示 さ れ て い る 。 し か し， 上記の 4 種の ほ

か に も ベ ン ズ イ ミ ダゾー ル系薬剤お よ び ジ エ ト フ ェ ン カ

Jレ プに対 し て感受性 を 異 に す る 菌 (べ ン ズ イ ミ ダ ゾー /レ

高度耐性ー ジ エ ト フ ェ ン カ ル プ弱耐性) が存在す る こ と

が報告 さ れ て い る ( 田 中 ら ， 1 994) 。 そ こ で筆者 ら は， こ

の菌のベ ン ズ イ ミ ダ ゾ ー ノレ 系薬剤お よ び ジ エ ト フ ェ ン カ

ル フ' に 対 す る 感受性の遺伝様式 を 検討 し た ( 山 田 ら ，

1995) 。 べ ン ズ イ ミ ダ ゾー ル感受性ー ジ エ ト フ ェ ン カ ノレ ブP

高度耐性， べ ン ズ イ ミ ダ ゾ ー ル高度耐性ー ジ エ ト フ ェ ン

カ jレ プ感受性， ベ ン ズ イ ミ タ。 ゾー ル高度耐性ー ジ エ ト フ

ェ ン カ ル プ弱耐性 を示 す 菌株 を 交配 し， 得 ら れ た 後代の

ベ ン ズ イ ミ ダ ゾール系薬剤お よ びジ エ ト フ ェ ン カ lレ プ に

対す る 感受性 を調べた。 べ ノ ミ jレ 1 お よ び 100 μg/ml，

ジ エ ト フ ェ ン カ ル ブ 0 . 3 お よ び 10 μg/m l を そ れぞれ含

む培地上での菌叢生育 を 調査 し， べ ノ ミ ル 1 μg/ml で生

育でき な い も の を 感受性， 1 μg/m ! で は生育す る が 100

μg/ml では生育で き な い も の を 中等度耐性， 100 μg/ml 

で も 生育で き る も の を 高度耐性 と し た 。 ま た ， ジ エ ト フ

ェ ン カ ル フ.では 0 . 3 μg/m l で生育で き な い も の を 感受

性， 0 . 3 μg/ml で は 生育す る が 1 0 μg/m l で は 生育で き

な い も の を 弱耐性， 10 μg/m ! で も 生育で き る も の を 高

度耐性 と し た 。 そ の結果， 感受性程度が同 じ 菌株同士の

交配では子の う 胞子分離株 は すべ て 親株 と 同 じ感受性程

度 に ， ま た 感受性の異 な る 菌株間の交配か ら 得 ら れた 子

の う 胞子分離株は 両親 と 同 じ感受性程度 に そ れぞ れ 1 : 

1 に分離 し た (表ー2) 。 ま た ， 組換 え 型株が得 ら れな か っ

た こ と か ら ， 灰色かび病菌 に お け る べ ン ズ イ ミ タ' ゾ ー ル

系薬剤お よ び ジ エ ト フ ェ ン カ jレ プに対す る 感受性の表現

型， す なわ ち べ ン ズ イ ミ ダ ゾー ル感受性 ジ エ ト フ ェ ン

カ ル プ高度耐性， ベ ン ズ イ ミ ダ ゾ ー ル高度耐性ー ジ エ ト

フ ェ ン カ Jレ プ感受性， べ ン ズ イ ミ ダ ゾ- }レ高度耐性ー ジ

エ ト フ ェ ン カ jレ プ弱耐性 は染色体上の 1 追伝子座に お け

る 複対立追伝子の一つ に よ っ て 支配 さ れて い る こ と が示

唆 さ れた 。 POLLASTllO and FAllETRA ( 1 992) の報告 と 併せ
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表- 2 灰色か ぴ病菌におけるべン ズ イ ミ ダ ゾー ル 系 薬剤 お よ びジエト フ ェ ン カル プ感受

性の遺伝 (ラ ン ダム 子のう 胞子分析)

交配組合せ 供試子の 子のう 胞子数
x 2(l : 1) " 

(供試菌株 ) う 胞子数 S， HR・ HR， WR HR， S 

S， HR X S， HR 

(SAS 56) (MA 101) 

HR， WR X HR， WR I 
(93 K 1020) (MA 405) 

HR， S X HR， S 

(MAB 81 ) (SAS 405) 

S， HR X HR， S 

(SAS 56) (SAS 405) 

HR，S X HR， WR I 
(MAB 81 ) (93 K 1 020) 

HR， WR X S， HR I 
(93 K 1027) (SAS 56) 

1 00 1 00 。 。

1 00 。 1 00 。

1 00 。 。 1 00 

1 00 43 。 57 l .96 

99 。 60 39 4 . 45 

100 53 47 。 0 . 36 

事 : ベン ズ イ ミ ダ ゾー ル 系薬剤 あるい は ジエト フ ェ ン カル プ に 対する感受性程度を示 す.

S : 感受性， WR : 弱耐性， HR : 高 度耐性

.. : 期 待値 (ρ = 0.05) は 3.84

表 - 3 遺伝子座 Mbc1 と Daf1 の 連 鎖解析

交配組合せ 目 薬剤 感受性に関 する遺伝子型 炉のう 胞子分 離菌株

の数

Mbc1-HR， Daf1-LR 
× 

両親型 Mbc1-HR， Daf1-LR 

Mbc1-S， Daf1-S 

38 

33 

Mbc1-S， Daf1-S 組み換 え型 Mbc1-HR， Daß-S 9 

組み換 え 率(%)= 29/100 X 100= 29 

て考 え て み る と ， ぺ ン ズ イ ミ ダ ゾール系薬剤お よ び ジ エ

ト フ ェ ン カ ル プに対す る 感受性 に 関 し て こ れ ま でに報告

さ れ て い る 5 種類 の 表 現 型 は ， 染 色 体上 の 遺伝 子 座

Mbcl 上の複対立遺伝子の一 つ に よ っ て 支配 さ れて い る

こ と が示唆 さ れた 。

こ の よ う に ， 灰色か び病菌 に お け る べ ン ズ イ ミ ダゾー

ル系薬剤お よ び ジ エ ト フ ェ ン カ ル プ に対す る 感受性 は 1

遺伝子 に よ っ て 支配 さ れて お り ， 圃場 に お け る 菌群の感

受性が薬剤の散布 に よ り 急速 に 耐性側へ シ フ ト す る 事実

を よ く 説明 し て い る 。 こ れ は コ ム ギ う ど ん こ 病菌の DMI

剤 感 受 性 が複 数 の 遺伝子 に よ っ て 支 配 さ れ る と さ れ

(HOLLOMON et al . ， 1984) ， 感受性 に 関 す る 一つ の ピ ー ク が

徐々 に 低感受性側 に シ フ ト す る の と 好対照 を な し て い

る 。 な お， FARETRA and POLLASTRO (1991) は灰色か ぴ病

菌の ジ カ 1レ ボ キ シ イ ミ ド 系薬剤感受性の遺伝様式 に つ い

て も 調べ， ベ ン ズ イ ミ ダ ゾ ー ル系薬剤 お よ び ジ エ ト フ ェ

ン カ ル プ感受性 と 同様 に 1 遺伝子支配であ る こ と を報告

し て お り ， 遺伝子座 Dafl が同定 さ れて い る (FARETRA and 

POLLASTRO， 1991) 。

Mbc1-S， D.同 LR 20 

S = 感受性， LR= 低度耐性， HR= 高 度耐性

W 連 鎖 解 析

ベ ン ズ イ ミ ダ ゾ ー lレ系薬剤 と ジ カ ル ボ キ シ イ ミ ド 系薬

剤 に対す る 感受性 を お の お の 支配す る 遺伝子座 Mbcl と

Dafl の連鎖解析 を 行 っ た と こ ろ ， 得 ら れた 組換 え 率 は

29% と 低 く ， Mbcl と Dajl に は緩い連鎖があ る こ と が示

唆 さ れた (表 3) 0 FARETRA and POI.LASTRO (1991 ) も 同様

の結果 を報告 し て い る 。

V 灰色かび病菌の遺伝解析 を行 う よでの留意点

灰色か ぴ病菌の人工交配 に よ っ て遺伝解析 を行 う 際 に

は ， 本菌のヘテ ロ カ リ オ シ ス に 留意 し な け れ ば な ら な い 。

す な わ ち ， 灰色か び病菌で は 1 細胞中 に 遺伝的 に 異質 の

複数の核が存在す る 場合があ る の で， 特 に 組織分離株や

単分生胞子分離株 を 交配 に 用 い て 理論 どお り の分離比が

得 ら れな か っ た 場合 に は， ヘテ ロ カ リ オ シ ス の影響 も 考

慮 に い れ る 必要があ ろ う o 一方， 単子の う 胞子分離株で

も 核が 1 細胞中 に 多数存在す る こ と が多 い が， こ れ ら は

も と も と 一つ の核が子の う 胞子の成熟過程で分裂 し た も
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の で， ホ モ カ リ オ ン と 考 え ら れ る の で (FARETRA and 

ANTONACCI ， 1987) ヘテ ロ カ リ オ シ ス を 考慮す る 必要 は な

準菌株 と し て 信頼性の高い菌株 と な る と 恩わ れ る 。
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.果樹 カ メ ム シ類

4 月 に 入 り 平均気温 は全国 的 に か な り 低い傾向 が続 い て い ま し た が， ゴ ー ル デ ン ウ ィ ー ク 前後か
ら 平年値 を上回 る 暖 か い 日 が続 い て い ま す。 今後の気温は平年並 で推移す る よ う で す が， 田植期 ま
での気象推移に は十分注意 す る 必要が あ り ま す。

前回 以降発表 さ れ た 注意報， 特殊報 は以下 の と お り です が， 引 き 続 き 西 日 本 で は果樹 カ メ ム シ に
関 し て 注意報が発表 さ れ て い ま す。 ま た ， 南九州| で は茶の ク ワ シ ロ カ イ ガ ラ ム シ に つ い て 注意報が
発表 さ れ て い ま す。

カ メ ム シ類 に つ い て は， 今後， 果樹園 への飛来 に十分注意 を は ら い， 各 県 の発生予察情報に 留 意
し 適時適切 な 防除 を行 っ て 下 さ い。

[注意報の一覧】 計 6 件

発表 月 日

4 / 1  9 
2 4 
2 6 

作物名 病害虫名

岩 手 | 水稲 | 苗立枯病 | 多

発生量

宮 崎 | 茶 | ク ワ シ ロ カ イ ガ ラ ム シ | や や 多
神奈川 | ウ メ ， ナ シ， ブ ド ウ 等 | カ メ ム シ類 ( チ ャ パネ ア オ カ メ ム シ ) I 多
越冬量 は平年 に比べ著 し く 多 い 。 ウ メ で は 5 月 中下旬 の比較的早 い時期 に被害発生。

5 / 0  1 I 鹿児島 | 茶 | ク ワ シ ロ カ イ ガ ラ ム シ | 多
越冬成虫 は 多 い。 防除 はふ化盛期 に 実施 し ， 効果の あ る 適期 を 逃 さ な い よ う 注意。

0 2 1 兵 庫 | ナ シ | 黒斑病 | 多
調査で花弁 に 病斑が多数確認 さ れた。 薬剤散布 は手散布で丁寧 に 行 う 。 (特 に 果実)

0 2 1 鳥 取 | ナ シ， モ モ | カ メ ム シ類 ( ク サ ギ カ メ ム シ 多
山 間地等 の ナ シ 園 で は す で に 寄生加害が認 め ら れて い る 。 被害園 で は早急 に 防除。

【特殊報の一覧】 計 1 件

発表月 日

5 / 0  1 

作物名 病害虫名 発生量

鹿児島 | イ ン ゲ ン | 炭腐病 | 初確認
収穫期頃に 葉が急 に し おれて 黄化 し て落ち る 。 病勢が進む と 木炭粉状の菌核が露出。
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