
Ⅰ．はじめに

　クロマツやアカマツのマツノザイセンチュウ抵抗性育種を進め

る上で，抵抗性遺伝子を集積していくことは，今後の重要な育種

戦略の１つと考えられる。このことを実現するためには，クロマ

ツやアカマツでのマツ材線虫病の枯損メカニズムならびに抵抗性

に関する遺伝様式が明らかでなければならない。そこで本研究で

は，抵抗性の遺伝様式解明の一環として，抵抗性クロマツの交配

組み合わせによってF１世代におけるマツ材線虫病の発病や枯損

のパターンがどのように変異するか調査した。

Ⅱ．材料および方法

　１．材料

　供試材料は，林木育種センター九州育種場にある抵抗性クロマ

ツ採種園から平成１３年に採種され，平成１４年３月に播種，平成１５

年７月２３日および２４日にマツノザイセンチュウ接種試験に供した

田辺ク－５４の自然受粉家系一年生苗１２８個体である。これらから，

バイオジーンバイオテック社製のDNA抽出キット「Plant　

Genomic　DNA　Extraction　Mini」を用いてDNAを抽出し，

TEバッファーで１０ng ／μ l の濃度に調整後，PCRの鋳型DNAと

して用いて，RAPDマーカーによる花粉親の同定を行った。

　２．RAPDマーカーの検出

　RAPDマーカーの検出は，Goto　et　al．（２００２）の条件を用い

た。なお，反応液量は１５μ l で，鋳型DNA量は１０ng，DNA合成

酵素量はABI　社製AmpliTaq　DNA　Polymerase　Stoffel　

Fragment　０．７５unit である。PCR反応には，MJR社製の PTC

－２００を使用した。バンドパターンの再現性を確認するため，３回

反応を行った。なお，RAPDマーカーの検出に使用したプライ

マーおよびマーカー数は，Goto　et　al．（２００２）に使用されたオ

ペロン社製の合計２１プライマーから得られる２８マーカーである。

これらのバンドパターンから花粉親を同定した。

　３．枯損調査

　本研究では，線虫接種後，経験上針葉の退色が始まるとされる

１４日目から観察を開始し，殆どの発病個体が枯死に至った４０日ま

で２日おきに調査を行った。なお，針葉の退色がみられた時を発

症日，針葉全体が赤褐色に変色した時を枯死日とした。この調査

結果をRAPDマーカーに基づく花粉親毎に，すなわち交配組み

合わせ毎に，１）枯死率，２）発症率（全発症個体に対する調査日

における発症個体の割合），を求めた。

Ⅲ．結果および考察

　１．田辺ク－５４自然受粉家系における花粉親の同定

　調査に供した田辺ク－５４自然受粉家系１２８個体の花粉親につい

て同定を行ったところ，６抵抗性クローンの花粉親の寄与が８８％

を占めていた（表－１）。特に小浜ク－３０（５０個体：３９％），三崎

ク－９０（３８個体：３０％），波方ク－３７（１４個体：１１％）の３ク

ローンの花粉親の寄与が大きかった。これらの３クローンは田辺

ク－５４の隣接木，あるいは近接木であった（表－１）。Goto　et　

al．（２００２）は，隣接クローン，あるいは花粉生産量の多いク

ローンが花粉親としての寄与が大きいとしているが，今回の結果

も同様の結果となった。なお，全体の１２％（１５個体）については，

花粉親が同定できなかった。これは採種園外からの花粉の混入が

原因と考えられる。
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表－１．田辺ク－５４自然受粉家系の花粉親の割合

位置関係＊割合（％）個体数花粉親

隣接３９５０小浜ク－３０

隣接３０３８三崎ク－９０

近接１１１４波方ク－３７

近接３４大分ク－８

やや近接３４夜須ク－３７

遠隔２３頴娃ク－４２５

１２１５未同定

１２８計
＊採種園上での田辺ク－５４との配置関係



　また，今回の結果では自殖苗が同定されなかった。これまでの

研究例をみても，１９９７年に採種した田辺ク－５４自然受粉家系の花

粉親を同定した報告Goto et.al（２００２）では自殖個体が１個体のみ

であり，また２０００年に採種した宮原ら（２００２）では自殖個体が同

定されていない。このように，田辺ク－５４自然受粉家系で，自殖

個体が殆ど得られないのは，１）自家不和合性の存在，２）雄雌開

花時期の差異，３）致死遺伝子の存在，４）自殖苗は成長が悪いた

め床替え時に排除された，等が原因と考えられる。

　２．枯死率

　花粉親の同定の結果，個体数が多かった小浜ク－３０，三崎ク－

９０，波方ク－３７を花粉親とする集団（以後花粉親の名称で家系を

示す）の交配組み合わせ家系について，観察データをまとめた。

枯死率は，三崎ク－９０，波方ク－３７では５０％，小浜ク－３０は５９％

であった。波方ク－３７と三崎ク－９０はザイセンチュウ抵抗性の５

段階評価（九州地区林業試験機関連絡協議会，１９９９）がランク４，

小浜３０はランク３であり，今回の結果は，交配組み合わせによっ

て花粉親の抵抗性が反映されている可能性を示唆している。

　３．発症個体数の推移

　図－１に，調査日における発症個体数の推移を家系毎に示した。

発症は接種後１９日以降に観察され，三崎ク－９０では初期段階にお

いて発症する個体が多く，かつ３２日以降に発症した個体はなかっ

た。小浜ク－３０は，ほぼ全観察期間を通して発症する個体がみら

れ，波方ク－３７は小浜ク－３０と同様の傾向であった。

　このように，発症パターンは花粉親によって異なり，花粉親の

抵抗性のランクが同じで，かつ枯死率が同じであった三崎ク－９０

と，波方ク－３７においてその発症のパターンが異なった。そこで，

実際にどのように発症から枯死に至るのか，発症から枯死に至る

日数で比較した（図－２）。その結果，波方ク－３７，小浜ク－３０

では発症後２日で枯死する個体が観察されたのに対し，三崎ク－

９０では早くとも発症後９日目以降から枯死が観察された。なお，

発症から枯死に至る日数の平均は，三崎ク－９０で１４．７日，波方ク

－３７では１１．４日，小浜ク－３０で１１．７日であった。そこで，発症か

ら枯死までの日数について t－検定を行ったところ，三崎ク－９０

と波方ク－３７，三崎ク－９０と小浜ク－３０で，５％レベルで有意差

が検出され，波方ク－３７と小浜ク－３０は有意差がなかった。以上

の結果から，波方ク－３７，小浜ク－３０は三崎ク－９０に比べて発症

後短い期間で枯死に至ることが明らかになった。

　以上のことから，波方ク－３７と小浜ク－３０および三崎ク－９０を

花粉親とする田辺ク－５４自然交配家系では枯死率，発症パターン，

病徴進展速度に違いがあると示された。特に抵抗性の評価では同

じランク４である三崎ク－９０と波方ク－３７でのマツノザイセン

チュウ接種後の病徴進展の違いは，各花粉親の持つ抵抗性に関す

る遺伝的な要因を反映していると考える。すなわち，今回の結果

を踏まえて交配家系に対する接種試験を複数年行うことで，抵抗

性の差による枯死率と病徴進展の違い，ならびにそれらの遺伝様

式が明らかになるものと考える。
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図－２．発症から枯死までの日数に対する枯死率の頻度分布図－１．マツノザイセンチュウ接種後の発症の推移


